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Resumen 
Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus son bacterias naturales de ambientes acuáticos, 
ambas especies poseen variantes toxigénicas que se encuentran implicadas en la salud pública. 
En este sentido, el objetivo del presente estudio fue determinar Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus toxigénicos en cuerpos de agua de la Región Piura. Se colectaron muestras 
de agua superficial procedentes de cinco provincias de la Región Piura durante enero a 
septiembre del 2017. Las muestras fueron enriquecidas en agua peptonada alcalina al 1% de 
NaCl y estriadas en el medio selectivo CHROMagar-Vibrio, posteriormente las colonias 
sospechosas de ser Vibrio fueron identificadas por PCR. Paralelamente, las muestras 
enriquecidas se analizaron directamente por PCR y LAMP para la detección de factores de 
virulencia en V. cholerae (ctxA) y V. parahaemolyticus (tdh y trh). Asimismo se midieron 
parámetros fisicoquímicos in situ que fueron analizados y contrastados con la determinación 
de aislados toxigénicos. Se analizaron un total de 303 muestras, de las cuales por cultivo 
microbiológico se aislaron 192 cepas de V. cholerae no-O1/no-O139 No toxigénico y 760 
cepas de V. parahaemolyticus. De los aislados de Vibrio parahaemolyticus, ocho cepas 
(1.05%) presentaron el gen tdh y seis cepas (0.79%) el gen trh. El análisis por PCR y LAMP 
reveló que 145 muestras (47.85%) resultaron positivas para Vibrio cholerae No toxigénico y 
que en 134 (44.22%) se detectó Vibrio parahaemolyticus, de las cuales 98 (73.13%) 
presentaron al menos uno de los factores de virulencia. De los parámetros fisicoquímicos 
evaluados mediante la prueba de Kruskal–Wallis, la temperatura y la salinidad mostraron ser 
significativas para la presencia de cepas toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus (p < 0.05). 
En este estudio se determinó Vibrio parahaemolyticus toxigénico en cuerpos de agua marino-
costeros de la Región Piura durante el 2017 así como posibles reservorios de Vibrio cholerae 
cuya exposición por parte de la población podría conllevar a futuros brotes epidémicos. 
 
Palabras claves: Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, hemolisinas, PCR, LAMP, 
Región Piura. 
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Abstract  
Vibrio cholerae and Vibrio parahaemolyticus are bacteria natural in aquatic environments; 
both species contain toxigenic variants that are involved in public health. In this sense, the 
objective of the study was to determine toxigenic Vibrio cholerae and Vibrio 
parahaemolyticus in bodies of water of the Piura Region. Surface water samples were 
collected in five provinces of the Piura Region from January to September 2017. The samples 
were enriched in 1% NaCl peptone water and striated in the selective medium CHROMagar-
Vibrio, subsequently the colonies suspected of being Vibrio were confirmed by PCR. In 
parallel, the enriched samples were contacted directly by PCR and LAMP for the detection of 
virulence factors in V. cholerae (ctxA) and V. parahaemolyticus (tdh and trh). 
Physicochemical in situ parameters were also measured, which were analyzed and contrasted 
with the determination of toxigenic isolates. A total of 303 samples were collected, of which 
192 strains of V. cholerae non-O1/non-O139 non-toxigenic and 760 strains of V. 
parahaemolyticus were isolated by microbiological culture. Of the isolates of Vibrio 
parahaemolyticus, eight strains (1.05%) presented the tdh gene and six strains (0.79%) the trh 
gene. The analysis by PCR and LAMP revealed that 145 samples (47.85%) were positive for 
V. cholera Non toxigenic and that in 132 (43.56%) V. parahaemolyticus was detected, of 
which 99 (75%) presented at least one of the factors of virulence. Of the physicochemical 
parameters evaluated by the Kruskal-Wallis test, the temperature and salinity showed to be 
significant for the presence of toxigenic strains of Vibrio parahaemolyticus (p <0.05). In this 
study, toxigenic Vibrio parahaemolyticus was determined in marine-coastal water bodies of 
the Piura Region during 2017 as well as possible reservoirs of Vibrio cholerae whose exposure 
by the population could lead to future epidemic outbreaks. 
 
Key words: Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, hemolysins, PCR, LAMP, Piura 
Region.
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Los vibrios fueron uno de los primeros grupos bacterianos en ser reconocidos y descritos 
taxonómicamente (Leyton y Riquelme, 2008). Son habitantes naturales de ambientes acuáticos 
constituyendo entre el 10% al 50% de las bacterias heterótrofas cultivables en muestras de 
agua costera (Gavilán, 2003), pero también son frecuentemente aislados de sedimento, 
plancton, animales y plantas que tienen contacto con los cuerpos de aguas en donde se 
encuentran las bacterias (Borroto, 1998; Heidelberg et al., 2002; Instituto Nacional de Salud 
(INS) y Universidad de Santiago de Compostela (USC), 2014). 
 
Las bacterias del género Vibrio son gammaproteobacterias pertenecientes a la familia 
Vibrionaceae; en forma de bastones curvos de tamaño variable de 1 - 3 µm de longitud y 0.5 - 
0.8 µm de diámetro, aerobios y anaerobios facultativos, generalmente móviles por medio de 
un simple flagelo polar, mesófilos, de rápido crecimiento, fermentadores de la glucosa, 
nitratoreductasa, triptofanodesaminasa, catalasa y oxidasa positivos (Thompson y Swings, 
2006; García-Lázaro et al., 2010). 
 
Existe una gran diversidad dentro del género Vibrio reconociéndose 138 especies 
(Thompson y Swings, 2006; List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature 
(LPSN), 2013), de las cuales 12 son clínicamente significativas debido a que se encuentran 
implicadas como causa de enfermedades en los seres humanos o están asociadas a ellas. Las 
especies patógenas de Vibrio son V. mimicus, Grimontia (Vibrio) hollisae, V. fluviales, V. 
furnissii,  V. alginolyticus, Photobacterium (Vibrio) damselae, V. metschnikovii, V. 
cincinnatiensis, V. harveyi, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus y Vibrio vulnificus; las tres 
últimas son las principales especies de Vibrio que ocasionan enfermedades gastrointestinales 
en los seres humanos (Organización Mundial de la Salud (OMS) y Organización de las 
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO), 2001; Salavert y Bartolomé, 
2006; Nishibuchi, 2006; Gavilán y Martínez-Urtaza, 2011; Cantet et al., 2013).  
 
La infección por Vibrio es generalmente por vía oral al consumir agua y alimentos 
contaminados con estas bacterias y sólo si se considera la concentración del inóculo ingerido 
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se produce la infección por contacto con materia fecal (Gil et al., 2007b; Mandell et al., citado 
por Maguiña et al., 2010). Los síntomas que manifiesta el paciente van desde náuseas, 
calambres abdominales, dolor de cabeza y fiebre baja. La infección resulta en una 
desmesurada diarrea acuosa o sanguinolenta, septicemia y muerte, especialmente en pacientes 
inmunocomprometidos y personas del grupo sanguíneo O (Aubert et al., 2001; Levine et al., 
citado por Maguiña et al., 2010; Chen et al., 2015). 
 
La distribución y dinámica de las poblaciones de Vibrio están influenciadas por gradientes 
ambientales respondiendo fuertemente a indicadores del cambio estacional, como la 
temperatura y, aunque varias especies de Vibrio pueden existir en diversas condiciones del 
ambiente en general su supervivencia mejora a temperaturas entre 20°C a 25°C (Thompson y 
Polz, 2006; INS y USC, 2014). 
 
Vibrio tolera un amplio rango de salinidades; el óptimo requerimiento de NaCl es de 2.0 a 
2.5% (peso/volumen), y algunas especies halófilas como Vibrio parahaemolyticus requieren al 
menos una concentración del 0,5% de NaCl para crecer, mientras que especies no halófilas 
como Vibrio cholerae, pueden crecer con ausencia de sal debido a la presencia de altas 
concentraciones de nutrientes orgánicos o cationes divalentes de calcio o magnesio que 
compensan la falta de Na
+
 (Borroto, 1998; Urakawa y Rivera, 2006).  
 
Diversos estudios en costas y estuarios de diferentes partes del mundo han demostrado 
que la temperatura y salinidad juegan funciones importantes en la ocurrencia de los vibrios 
(Jiang, 2001; Martínez-Urtaza et al., 2008; Zamudio et al., 2011; Gavilán et al., 2013); sin 
embargo, se ha observado que existen otras condiciones que correlacionan la abundancia y 
proliferación de estas bacterias patógenas, como las zonas de gran contaminación fecal 
humana (Borroto, 1998); y, al contrario, también se ha demostrado que su presencia es 
independiente de la polución de aguas residuales, determinada por el nivel de nutrientes 
orgánicos (Jiang, 2001).  
 
Pueden tolerar ambientes alcalinos siendo muy sensibles a la acidez y, generalmente el pH 
óptimo es de 8.5 (Borroto, 1998; García-Lázaro et al., 2010; INS y USC, 2014). A pesar de 
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que son anaerobios facultativos los recuentos son bajos en muestras de sedimento del fondo 
marino, demostrándose una correlación negativa respecto a las concentraciones de oxígeno 
disuelto (Gavilán, 2003), y aunque es poco el conocimiento sobre la distribución, abundancia 
y supervivencia de los vibrios en el sedimento del ambiente acuático en el que se encuentran 
han sido aislados frecuentemente de éste (Urakawa y Rivera, 2006; Cantet et al., 2013; 
Raghunath, 2015). 
 
Vibrio cholerae es una especie clasificada en 206 serogrupos en base a su antígeno 
somático O; de éstos, el O1 presenta diferencias estructurales en el lipopolisacarido de 
membrana O mientras que el O139 presenta diferencias estructurales en la cápsula. Ambos 
serogrupos han causado epidemias de cólera, una enfermedad diarreica aguda denominada así 
por los romanos a partir de las palabras griegas chole = bilis y rhein = fluir a causa del aspecto 
de las evacuaciones como “agua de arroz”. Dentro del serogrupo O1 existen tres serotipos 
(Ogawa, Inaba e Hikojima) y dos biotipos (Clásico y El Tor). El serogrupo O139 hizo su 
aparición en India a finales de 1992 y se le asignó el sinónimo de Bengal para indicar su 
primer aislamiento de las zonas costeras de la Bahía de Bengal en la ciudad de Madras. Vibrio 
cholerae O139 Bengal al principio desplazó al serogrupo predominante (Vibrio cholerae O1), 
causando brotes principalmente en la India, Bangladesh, Nepal, Birmania, Tailandia, Malasia, 
Arabia Saudita, China y Pakistán. No obstante, en 1993 surgió un nuevo clon de vibrios O1 
que desplazó a los O139 en Calcuta. Posteriormente en 1996 Vibrio cholerae O139 reapareció 
en Calcuta y Bangladesh. Desde 1998 hasta la actualidad el serogrupo tiene contexto asiático, 
principalmente en China (Peterson, 2002; Reidl y Klose, 2002; Romero, 2007; Maguiña et al., 
2010).  
 
Las cepas de V. cholerae O1 y O139 se encuentran asociadas a la producción de toxinas 
de diversa actividad, la más relevante es la enterotoxina colérica (CT) que desencadena la 
eliminación desmesurada de agua y electrolitos en forma de diarrea blanquecina. Robert Koch 
propuso que el agente produce "un veneno especial" que actúa sobre el epitelio intestinal y que 
los síntomas del cólera podrían ser considerados esencialmente como un “envenenamiento". 
La existencia de esta toxina hipotética fue demostrada en 1959 por dos grupos independientes 
de investigadores que trabajaban en India. S. N. De, y Dutta y colaboradores (Pal, 2014) 
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demostraron que se producía una efusión de líquido cuando se introducían filtrados de cultivo 
o lisados de V. cholerae en el tracto intestinal del conejo. La purificación de la toxina 10 años 
más tarde por Finkelstein y Lo Spalluto animó a otros investigadores a descifrar las 
propiedades fundamentales de la toxina, como la estructura, la unión al receptor y el modo de 
acción. Las cepas que no pertenecen a los serogrupos O1 y O139 han sido designadas como 
no-O1/no-O139, y son frecuentemente aisladas de muestras ambientales siendo consideradas 
de poca significancia clínica. Sin embargo las cepas O1 y O139 ambientales generalmente son 
No toxigénicas y se han determinado genes de virulencia en cepas no-O1/no-O139 
ambientales capaces de causar brotes diarreicos locales (Reidl y Klose, 2002; Mirande et al., 
2007; Maguiña et al., 2010; Sheikh et al., 2012; Pal, 2014; Chen et al., 2015). 
 
A nivel molecular la patogenia de V. cholerae involucra genes que codifican la CT, 
insertados dentro del genoma  de un bacteriófago lisogénico filamentoso conocido como “fago 
CTXɸ”. El genoma del profago está compuesto por dos dominios funcionalmente distintos, la 
región central o “Core” y la región RS; ésta es una secuencia dividida en RS1 y RS2. En la 
región Core se encuentran, entre otros, los genes para la toxina colérica (ctxAB). RS2 contiene 
los genes que permiten la replicación e integración del ADN del fago. RS1 es similar a RS2 
pero presenta un ORF denominado rstC ausente en R2 y hasta el momento poco descrito. En 
el biotipo Clásico hay una copia del profago CTXɸ en cada uno de los dos cromosomas pero 
en El Tor se encuentra generalmente integrado en matrices en tándem en ambos cromosomas 
que también incluyen a RS1. Otro elemento en el cromosoma 1 es la Isla de Patogenicidad 1 
de V. cholerae (IPV-I) que contiene al grupo de genes TCP que producen importantes factores 
de virulencia como el de colonización, la subunidad A del pilus corregulado con la toxina 
(tcpA) y el receptor para el fago ctxɸ. El gen tcpA codifica subunidades proteicas de 20 kDa 
(TcpA) cuyo ensamblaje genera un delgado y flexible filamento de función adherente y 
motora, como un gancho de agarre. La expresión de los genes que codifican la producción de 
CT y TCP se encuentran regulados por el regulón ToxR (Davis et al., 2000; Pal, 2014). 
 
En Perú, a fines del mes de enero de 1991 por primera vez se reportó muestras clínicas de 
Vibrio cholerae serogrupo O1 serotipo Inaba biotipo El Tor. La epidemia fue el resultado de la 
extensión de la séptima pandemia iniciada en las Islas Célebes (Sulawesi, Indonesia) en 1961, 
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la cual llegó por el norte a Corea, por el oeste a la costa oeste de África y costa sur de Europa 
y finalmente a islas al oeste del Pacífico; después, en 1973 se empezaron a reportar brotes y 
casos esporádicos de cólera en los Estados Unidos. El cólera hizo su aparición en América del 
Sur en el barrio de la Candelaria en Chancay (Perú) extendiéndose rápidamente a otras 
ciudades como Chimbote, Piura, Callao, Lima y posteriormente a casi todos los departamentos 
en la Costa, Sierra y Amazonía peruanas, con un crecimiento explosivo de tal manera que para 
mediados del mes de abril ya se habían reportado casos en Ecuador, Colombia, Brasil y Chile. 
Sólo en 1998 se observaron nuevos casos de cólera asociados con El Niño y posteriormente en 
marzo del 2002 se reportaron dos casos clínicos por Vibrio cholerae O1 en Cajamarca; en 
diciembre del 2004 se reportó por vez primera para Perú un caso por Vibrio cholerae O139 en 
Lima; sorpresivamente el aislado no presentaba genes codificantes para la subunidad A de la 
enterotoxina colérica (ctxA-) (Huapaya et al., 2005; Maguiña et al., 2010; Bravo y Guillén, 
2011; Gavilán y Martinez-Urtaza, 2011). 
 
Vibrio parahaemolyticus también es causante de fuertes infecciones gastrointestinales y 
fue identificada como un agente infeccioso por primera vez por Fujino y colaboradores en 
1951 en Japón. Su clasificación se basa en antígenos tanto somáticos (O) como capsulares (K) 
y, a diferencia de V. cholerae, cualquiera de los 71 serotipos reconocidos pueden generar un 
cuadro grave de gastroenteritis que ocasiona una disentería fulminante (Food and Drug 
Administration (FDA) y Center for Food Safety and Applied Nutrition (CFSAN), 2001; Gil et 
al., 2007a; Dueñas, 2008).  
 
Las cepas de V. parahaemolyticus producen toxinas de actividad hemolítica pero menos 
del 1% de las cepas ambientales poseen los genes de virulencia para la producción de dichas 
toxinas a diferencia del 90% de las cepas clínicas (De Paola et al., 2003; Nair et al., 2007; 
Baker-Austin, et al. 2010). Generalmente las cepas clínicas de V. parahaemolyticus poseen la 
hemolisina termoestable directa (TDH) que ejerce una variedad de actividades biológicas 
adicionales tales como citotoxicidad, cardiotoxicidad y enterotoxicidad. La TDH es una toxina 
formadora de poros de aproximadamente 2 nm de diámetro en la membrana del eritrocito; los 
poros permiten el flujo de agua y de iones a través de la membrana. Estas alteraciones del flujo 
de iones en el intestino producen la diarrea en el cuadro clínico. Otro factor es la hemolisina 
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relacionada con TDH (TRH), que es una toxina termolábil y similarmente a TDH, activa los 
canales de cloro alterando el flujo de iones. Ambas hemolisinas son codificadas por los genes 
tdh y trh respectivamente (Okada et al., 2009;  Raghunath, 2015). Al menos todas las cepas 
clínicas producen TDH y/o TRH. El fenómeno Kanagawa (KP), una hemolisis tipo beta en un 
agar sangre especial (agar Wagatsuma), ha sido empleado para identificar cepas patogénicas. 
Las cepas que expresan el KP poseen dos copias del gen para TDH (tdhS y tdhA) pero no el 
gen para TRH (trh1 y trh2). En contraste, las cepas de V. parahaemolyticus KP negativo 
poseen sólo el gen trh o ambos tdh y trh. Las cepas que no poseen estos genes son 
denominadas No toxigénicas (Okada et al., 2009). 
 
A finales de 1997, empezaron a presentarse casos clínicos por Vibrio parahaemolyticus en 
Lima-Perú. Durante el verano de 1998 se presentaban casos clínicos por ambos patógenos 
pero en mayor número eran por el nuevo agente Vibrio parahaemolyticus O3:K6. Los estudios 
epidemiológicos de este patógeno se realizaron mediante recopilación de información de casos 
y cepas clínicas desde 1993, detectando que el primer caso se presentó en la ciudad de Trujillo 
en 1996, pero el primer brote ocurrió en la ciudad de Lima de 1998. Los análisis moleculares 
han generado más preguntas que respuestas sobre la naturaleza del serotipo O3:K6. Los casos 
por Vibrio parahaemolyticus en el Perú han sido predominantemente causadas por el serotipo 
O4:K8 de secuencia tipo 88 (TS-88) hasta 1995 dónde una nueva variante de O4:K8 (TS-
189a) emergió y reemplazó a la anterior. Casos esporádicos de los serotipos O4:K8 y O5:KUT 
se presentaron desde 1994 a 1996. En 1997 aparecieron dos subpoblaciones de O3:K6 del clon 
pandémico con secuencia tipo 3 (TS3), mientras que una se extendió hasta Antofagasta (Chile) 
la otra se quedó confinada al norte del Perú. El equilibrio de estas dos poblaciones cambió en 
el año 2000, cuando la población minoritaria empezó a aumentar su presencia mientras que la 
otra mostraba un claro declive, presentándose nuevamente un brote entre finales del 2004 e 
inicios del 2005. Durante febrero y marzo del 2009 el análisis de las cepas clínicas de 
Cajamarca, Chiclayo y Piura pertenecieron a un serotipo no anteriormente reportado, O3:K59 
con ST-120. El brote se extendió hasta la ciudad de Lima dónde cuatro cepas pertenecientes a 
la misma población fueron aisladas en muestras de pescado. Hasta el momento quince 
serotipos de Vibrio parahaemolyticus han sido reportados. Los serogrupos O4:K12, O6:K18, 
O6:K46, O11:KUT, O11:K15, OUT:K46, OUT:KUT, O1:KUT y O3:KUT, se encuentran 
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reportados en casos de diarrea, pero no guardan relación con el clon pandémico (GS-PCR-). 
Muchas de las variedades no habían sido aisladas antes de 1998 y hoy se comprende que el 
evento El Niño juega un papel importante en la expansión y dinámica de la propagación de 
éste y otros agentes (Gil et al., 2007a; Gil et al., 2007b; Gavilán y Martínez-Urtaza, 2011; 
Gavilán et al., 2013; González-Escalona et al., 2016). 
 
La aparición de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus toxigénicos en Perú y el 
mundo sensibilizó a las autoridades y en los últimos años se ha incrementado el interés sobre 
la investigación de vibrios en los sistemas marinos costeros, especialmente por su compromiso 
en la salud pública y ecología (Peterson, 2002; Thompson y Polz, 2006; Leyton y Riquelme, 
2008; Chen et al., 2011; Gavilán et al., 2016).  
 
Hoy se conoce que en el norte del Perú ocurre un incremento en las anomalías positivas 
de temperatura del mar por variación de los patrones de circulación de corrientes oceánicas en 
la Región Niño 1+2 (zona que abarca la franja marino-costera desde el norte de Esmeraldas en 
Ecuador hasta el sur de La Libertad en Perú), evento que coincide con la estación de verano 
(Maguiña et al., 2010; Gavilán y Martínez-Urtaza, 2011; Estudio Nacional del Fenómeno “El 
Niño” (EFEN), 2017). Debido al alto riesgo para la salud pública, el INS en el marco del “Plan 
Nacional de Prevención y Respuesta frente al Cólera” en Perú realiza diferentes actividades en 
el país y en la zona NIÑO 1+2 cuyas condiciones oceanográficas favorezcan la proliferación 
de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus (Ministerio de Salud (MINSA), 2013; Gavilán 
et al., 2016) 
 
Desde el punto de vista ecológico, diversos trabajos se han enfocado en describir y 
caracterizar cepas nativas de diversos cuerpos de agua en Perú con métodos convencionales, 
para la identificación y tipificación de rutina hasta métodos de genotipado. Recientemente, una 
variante del PCR, el ensayo LAMP, viene siendo aplicada como una técnica atractiva para uso 
rutinario en la detección de V. cholerae y V. parahaemolyticus toxigénico en el “Marco del 
Plan Nacional de Prevención y Respuesta frente al Cólera” en Perú, que involucra la 
realización de una vigilancia de muestras ambientales (alimentos y agua) potencialmente 
implicados en la infección por ambos patógenos, así como el monitoreo de casos clínicos de 
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tal manera que exista una respuesta oportuna en coordinación con las autoridades competentes 
frente a nuevos brotes (MINSA, 2013; INS y USC, 2014; Gavilán et al., 2016; Orozco et al., 
2017). 
 
La Región Piura se encuentra dentro de la Región Niño 1+2 y alberga cuerpos de agua de 
recreación y de extracción de diversos recursos hidrobiológicos; desde 1991 no ha vuelto a 
afrontar un brote de cólera causado por el agente Vibrio cholerae O1 El Tor pero se han 
reportado casos clínicos eventuales de Vibrio cholerae no-O1/no-O139 y otros relacionados 
con el clon pandémico de Vibrio parahaemolyticus O3:K6 desde su aparición en 1996. En este 
sentido el presente trabajo de investigación tuvo como objetivo determinar Vibrio cholerae y 
Vibrio parahaemolyticus toxigénicos en cuerpos de agua de Piura, debido a su implicancia de 
alto riesgo para la salud pública en una zona donde cualquier mínimo cambio en los patrones 
de circulación de corrientes de la zona ecuatorial produce variaciones en las condiciones 
oceanográficas y climáticas en la Región Niño 1+2 y favorecen condiciones de proliferación 
de las variantes toxigénicas de ambos patógenos.   
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II. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1.ÁREA DE ESTUDIO: 
 
La Región Piura está ubicada en la zona Nor Occidental del Perú, entre la Latitud Sur 
4°04’50’’ y 6° 22’10’’y Longitud Oeste 79°13’15’’ y 81°19’55’’, a una distancia de 981 
km de la ciudad de Lima. Posee ocho provincias; tres de ellas (Talara, Paita y Sechura) 
limitan por el Oeste con el Océano Pacífico en una extensión total de 368 km, con espacios 
puntuales de actividad pesquera, petrolera y turística. También posee dos valles, el del 
Chira y el del Piura, cuyos ríos llevan los mismos nombres. El río Chira posee un cauce de 
168 km, desde la provincia de Sullana hasta la bahía de Paita donde desemboca. El río 
Piura posee un cauce de 280 Km, nace de la provincia de Huacabamba y cruza las 
provincias de Morropón, Piura y desemboca en la bahía de Sechura (Gobierno Regional 
Piura, 2013). 
 Figura 3.1.- Cuerpos de agua continental y marino-costeros del Monitoreo de Calidad 
Sanitaria de Playas a cargo de DESA-Piura y DESA-Sullana en la Región Piura. 
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3.2.METODOLOGÍA: 
 
3.2.1. Toma de muestras de agua superficial: 
 
Se colectaron muestras de agua quincenalmente de cada estación establecida en las 
provincias de Piura (1), Sechura (4), Paita (5) y Talara (6) durante los meses de enero a 
septiembre, y en la provincia de Sullana (3) durante los meses de febrero a junio del 2017 
entre las 6 am y 6 pm. En cada estación las muestras fueron obtenidas directamente en tres 
puntos distanciados entre sí a 100 m dónde la profundidad respecto a la superficie del agua 
fue de 1 m, empleando frascos de vidrio de borosilicato estérilizados de boca ancha de 500 
ml, los cuales se sumergieron boca abajo a contracorriente del flujo entrante y se 
destaparon a 30 cm bajo la superficie del agua. Los frascos de 500 ml se llenaron dejando 
30% libre del volumen del frasco y su contenido se vertió en un frasco de vidrio de 
borosilicato estéril de un litro dejando 1% libre del volumen del frasco antes de taparlo 
(RM 553-2010/MINSA). Las muestras de cada estación fueron rotuladas y colocadas en 
una caja isotérmica con gel refrigerante (4°C aproximadamente), y transportadas en la 
camioneta institucional de la Dirección Ejecutiva de Salud Ambiental (MEMO N°2909-
2016/DRSP-OEGDREH) al Laboratorio de Alimentos y Aguas de la Dirección de 
Laboratorios de Salud Pública, Piura, donde fueron refrigeradas hasta su procesamiento. 
 
3.2.2.  Análisis fisicoquímico: 
 
Se midieron in situ algunos parámetros ambientales considerados según Decreto Supremo 
N° 015-2015-MINAM (DS-MINAM, 2015) empleando equipos digitales portátiles.  
 
Los parámetros ambientales medidos en cuerpos de agua continental fueron: temperatura 
(APHA 2550-B), potencial de hidrogeniones (APHA 4500-H+-B), oxígeno disuelto 
(APHA 4500-O-6), conductividad (APHA 2510-B) y turbidez (APHA 2130-B). 
 
Los parámetros ambientales medidos en cuerpos de agua marino-costeros fueron: 
temperatura (APHA 2550-B), potencial de hidrogeniones (APHA 4500-H+-B), oxígeno 
disuelto (APHA 4500-O-6), salinidad (APHA 2520B) y turbidez (APHA 2130-B). 
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3.2.3.  Procesamiento de muestras de agua: 
 
Según el valor de turbidez de las muestras, éstas fueron procesadas mediante el método de 
concentración por filtrado con membrana empleando un sistema de filtración de un puerto 
MILLIPORE (< 5 NTU) (ANEXO 2) o por el método de concentración por gasa (≥ 5 
NTU) (ANEXO 3). Los filtros de membranas o gasas embebidos fueron retirados con una 
pinza estéril y colocados en bolsas Stomacher con 100 ml de medio Agua Peptonada 
Alcalina (APA) al 1% de NaCl, se aseguraron las bolsas con un sujetador y se 
homogenizaron por 60 segundos en un Triturador Smasher AES. Finalmente las bolsas se 
incubaron a 37 °C durante 16 horas. 
     
3.2.4.  Aislamiento de Vibrio spp. de muestras de agua: 
 
Para el reconocimiento de la colonias características de Vibrio se emplearon las cepas 
patrones de Vibrio cholerae O1 ATCC 14033 y Vibrio parahaemolyticus ATCC 43996 
obtenidas del Banco de cepas del Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos 
del Instituto Nacional de Salud, Lima. 
 
Finalizado el tiempo de incubación en medio APA al 1% de NaCl se tomó con el asa 
bacteriológica pequeñas películas formadas en la superficie del medio en las bolsas 
Stomacher y se procedió a sembrar por agotamiento en placas Petri con medio 
CHROMagar
TM
-Vibrio por duplicado e incubaron a 37°C por 16 horas. Luego se 
seleccionaron las colonias que presentaron buen crecimiento, principalmente de color 
púrpura o turquesa; se suspendieron en 0.5 ml de APA al 1% de NaCl y se incubaron a 
37°C durante 2 horas, luego se extendieron nuevamente en placas Petri con medio 
CHROMagar
TM
-Vibrio y TCBS con la finalidad de confirmar y tener colonias bien 
aisladas de Vibrio spp e incubaron a 37°C por 16 horas. Después, se seleccionaron 
colonias de los medios CROMagar
TM
-Vibrio y TCBS, y se sembraron en placas Petri con 
TSA al 1% de NaCl e incubaron a 37°C durante 16 horas.  
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Transcurrido el tiempo de incubación con las cepas en TSA al 1% de NaCl se procedió a 
realizar la coloración de Gram, prueba de la oxidasa, prueba de la catalasa y prueba de la 
cuerda (ANEXO 5). 
 
Las cepas sospechosas de Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio spp. fueron 
sembradas en crioviales con TSA al 1% de NaCl y transportadas a temperatura ambiente 
para su determinación en el Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos del 
Instituto Nacional de Salud, Lima. 
 
3.2.5.  Detección de genes de virulencia de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus: 
 
Para la detección de genes de virulencia se emplearon las cepas patrones de Vibrio 
cholerae O1 ATCC 14033, Vibrio cholerae O139 Bengal y Vibrio cholerae 1.3875-92 
obtenidas del Banco de cepas del Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos 
del Instituto Nacional de Salud, Lima y Vibrio parahaemolyticus 8069 (tdh+/tlh+/GS-
PCR+), 8070 (trh+/tlh+) y 8071 (tdh+/trh+) procedentes del Laboratorio de Microbiología 
Patogénica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Kyoto, Japón. 
 
Paralelamente transcurrido el tiempo de incubación de las bolsas Stomacher con medio 
APA al 1% de NaCl (ver apartado 3.5 de Material y Métodos) se tomó una alícuota de 1 
ml de cada bolsa para la extracción de ADN por el método de ebullición con CHELEX 5% 
(ANEXO 6). Se midió la concentración de ADN por espectrofotometría (ANEXO 7) y se 
empleó para determinar la presencia de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus por 
PCR (ANEXO 9) y la detección directa del gen ctxA que codifica la subunidad A de la 
enterotoxina colérica (CT) de Vibrio cholerae y los genes tdh y trh que codifican para la 
hemolisina termoestable directa (TDH) y la hemolisina relacionada con TDH (TRH), 
ambas producidas por Vibrio parahaemolyticus, mediante Amplificación Isotérmica 
Mediada por Bucle (Loop Amplification Isothermal Mediated “LAMP”) en un volumen de 
reacción de 30 μl (ANEXO 8).  
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3.2.6. Caracterización molecular de las cepas de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus: 
 
Las cepas sospechosas de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus remitidos del 
Laboratorio de Alimentos y Aguas de la Dirección de Laboratorios de Salud Pública, 
Piura, al Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos del Instituto Nacional de 
Salud, Lima, fueron suspendidos en 1 ml de APA al 1% de NaCl, incubados a 37°C por 2 
horas, sembrados en medio CHROMagar-Vibrio y nuevamente incubados a 37°C por 16 
horas. Luego las cepas fueron sembradas en placas Petri con TSA al 1% de NaCl e 
incubadas a 37°C por 16 horas.  
 
Posteriormente, se extrajo el ADN por el método de ebullición con CHELEX 5% de 
cultivos jóvenes en TSA al 1% de NaCl sospechosos de Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus. El ADN extraído se empleó en la identificación y caracterización por 
Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) en un volumen de reacción de 25 μl. Las 
muestras positivas para Vibrio cholerae (OmpW+) y Vibrio parahaemolyticus (ToxR+) 
fueron caracterizadas para diversos factores genéticos de potencial toxigénico. Para V. 
cholerae se buscó el gen ctxA, tpA, stn/sto, O1 y O139 y para V. parahaemolyticus los 
genes tdh, trh, tlh y GS-PCR (ANEXO 9).  
 
Los productos de PCR para los genes buscados fueron analizados mediante electroforesis 
en gel de agarosa (1.5%), sumergido en buffer TAE 1X, sometido a un voltaje de 100 V 
durante 45 minutos. Las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV, 
usando bromuro de etidio (5 μg/ml) como revelador y las imágenes resultantes 
almacenadas en una computadora (ANEXO 10). 
 
Los aislados sospechosos de Vibrio spp. fueron identificados por pruebas bioquímicas 
según lo indicado en el manual Aislamiento y detección molecular de Vibrio spp. en 
muestras de zooplancton y agua de mar (INS y USC, 2014) (ANEXO 16). 
 
Los cultivos jóvenes en TSA al 1% de NaCl también fueron empleados para la 
criopreservación de las cepas (ANEXO 11) y depositados en el Banco de cepas del 
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Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos del Instituto Nacional de Salud, 
Lima. 
 
3.2.7. Análisis estadístico  
 
Los datos obtenidos fueron ingresados en el paquete estadístico STATA 12v. Se realizó un 
análisis exploratorio entre los parámetros ambientales considerados en el estudio y la 
presencia de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus mediante el coeficiente de 
correlación de Pearson. De igual forma, debido a que los datos del análisis fisicoquímico 
presentaron una distribución No Normal se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis.  
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III. RESULTADOS 
 
Se colectaron un total de 303 muestras de agua superficial procedentes de cuerpos de agua 
de cinco provincias de la Región Piura durante los meses de enero a septiembre del 2017. Del 
total de muestras, 51 pertenecieron a cuerpos de agua continental y 252 a cuerpos de agua 
marino-costero. En promedio, la concentración de ADN obtenido por ebullición con CHELEX 
al 5% en muestras de agua continental fue de 163.6881 ηg/μl (260/280 = 1.69; 260/230 = 
1.997) y en muestras de cuerpos de agua marino-costero fue de 204.9659 ηg/μl (260/280 = 
1.6637; 260/230 = 0.9676). Del primer grupo de cuerpos de agua, 46 muestras (90.20%) 
mostraron presencia para Vibrio cholerae por PCR directo de muestra y pertenecieron a sitios 
evaluados en el río Piura, río Chira y Laguna Ñapique. Por otro lado, 94 muestras de agua 
marino-costero (37.30%) resultaron positivas a la misma bacteria en diferentes sitios de 
muestreo de las bahías de las provincias de Sechura, Paita y Talara. Respecto a la presencia de 
Vibrio parahaemolyticus, ésta fue detectada en 134 muestras (44.22%) y todas pertenecieron 
sólo a cuerpos de agua marino-costero (Figura 4.1). 
 
  
 
Figura 4.1. Detección de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus en muestras de 
cuerpos de agua continental y marino-costeros de la Región Piura. A.- Número de 
muestras de agua superficial colectadas en cuerpos de agua continental y marino-
costero de cinco provincias de la Región Piura. B.- Número de muestras positivas para 
V. cholerae y  V. parahaemolyticus por PCR directo de muestras de agua. 
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Ninguna de las muestras con presencia de Vibrio cholerae resultó positiva para el gen ctxA 
por ensayo LAMP durante todo el periodo de estudio (Figura 4.2); por otro lado, las muestras 
positivas para Vibrio parahaemolyticus, 98 (73.13%) mostraron presencia para el gen tdh y 52 
(38.81%) para el gen trh (Cuadro 4.1). 
 
Cuadro 4.1. Detección de los principales genes de virulencia en Vibrio cholerae y 
Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua superficial por ensayo “LAMP” 
procedentes de 5 provincias de la Región Piura durante verano a invierno del 2017. 
      Resultados positivos por LAMP 
 
 Provincia 
 Número  de 
muestras 
 V. cholerae  V. parahaemolyticus 
  ctxA  tdh trh 
V
er
a
n
o
 
Piura  5  0  - - 
Sullana  6  0  - - 
Sechura  20  0  3 0 
Paita  25  0  9 0 
Talara  30  0  9 0 
 
O
to
ñ
o
 
Piura  7  0  - - 
Sullana  6  0  - - 
Sechura  28  0  17 14 
Paita  35  0  25 20 
Talara  42  0  33 16 
 
In
v
ie
rn
o
 
Piura  6  0  - - 
 Sullana  3  0  - - 
 Sechura  24  0  2 2 
 Paita  30  0  0 0 
 Talara  36  0  0 0 
          
TOTAL  303  0  98 52 
ctxA: Gen codificante para la subunidad A de la enterotoxina colérica; tdh: Gen codificante para la 
hemolisina termoestable directa (TDH); trh: Gen codificante para la hemolisina relacionada con TDH 
(TRH).    
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Figura 4.2. Detección de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus en muestras de agua 
de cuerpos marino-costeros de la Región Piura durante verano a invierno del 2017.  
 
El gen tdh fue detectado inicialmente en cuatro muestras de la provincia de Talara y dos de 
la provincia de Paita durante la primera semana del mes de febrero, detectándose luego en 
todas las muestras procedentes del litoral de la Región Piura (Talara, Paita y Sechura) durante 
marzo a mayo, disminuyendo y limitando su presencia a muestras de Talara y Sechura en 
junio. En el mes de julio fue detectado únicamente en muestras procedentes de la playa San 
Pedro en la provincia de Sechura observándose después la ausencia del gen en el litoral de la 
Región Piura durante los meses de agosto y septiembre (Figura 4.3 A). El gen tdh únicamente 
fue detectado durante la estación de verano en 21 muestras (43.75%) (Figura 4.3 B). 
 
A partir de la estación de otoño empezó a detectarse otro factor de virulencia de Vibrio 
parahaemolyticus, el gen trh. El gen trh apareció en las catorce muestras marino-costeras 
recolectadas del litoral de la Región Piura a partir de la primera semana del mes de abril, 
detectándose este gen hasta el mes de mayo, disminuyendo y limitando su presencia a 
muestras de Talara y Sechura en junio, siendo únicamente detectado en playa San Pedro en la 
provincia de Sechura en julio. Durante la estación de otoño hubo mayor número de muestras 
positivas para los genes tdh  (89.29%) y trh (59.52%), disminuyendo su frecuencia de 
detección de ambos genes en la estación de invierno. A  partir del mes de julio la detección de 
los genes tdh y trh de Vibrio parahaemolyticus por LAMP fue negativa (Figura 4.3). 
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DETECCIÓN DE GENES DE VIRULENCIA DE Vibrio parahaemolyticus MEDIANTE LAMP   
DURANTE EL 2017 
  
   
  
    
enero febrero marzo abril mayo junio julio agosto septiembre    
 
  
 
 
 
 
         Máncora 
T
D
H 
         Los Órganos 
         Cabo Blanco 
         Lobitos 
         Las Peñitas 
         San Pablo 
         Colán 
         El Toril 
         Las Gaviotas 
         Yacila 
         Cangrejos 
         San Pedro 
         Chulliyache 
         Matacaballos 
           
enero febrero marzo abril mayo junio julio agosto septiembre   
         Máncora 
T
R
H 
         Los Órganos 
         Cabo Blanco 
         Lobitos 
         Las Peñitas 
         San Pablo 
         Colán 
         El Toril 
         Las Gaviotas 
         Yacila 
         Cangrejos 
         San Pedro 
         Chulliyache 
         Matacaballos 
                               
*tdh: Gen codificante para la Hemolisina Termoestable Directa; trh: Gen codificante para la Hemolisina Relacionada con TDH.  
Figura 4.3. Detección de genes tdh y trh de Vibrio parahaemolyticus mediante amplificación isotérmica mediada por bucle 
(LAMP) en muestras de agua superficial procedentes de 14 cuerpos de agua marino-costeros de la Región Piura durante el 
2017. A.- Presencia de los genes de virulencia de Vibrio parahaemolyticus durante enero a septiembre del 2017. B.- Porcentajes 
de muestras marino-costeros positivas para Vibrio parahaemolyticus con genes de virulencia durante verano a invierno del 
2017. 
21 
70 
75 
98 
50 
98 
2 84 2 84 
OTOÑO    89.29 % tdh  59.52 % trh 
INVIERNO    100% tdh 100% trh 
VERANO        43.75% tdh  
A  B  
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Respecto al análisis microbiológico, se recuperaron 192 cepas de Vibrio cholerae. La 
mayor parte de las cepas correspondió a cuerpos de agua continental (93.75%), a excepción de 
dos sitios evaluados en la provincia de Sullana (Dren agrícola El Vaden y Emisor Final de 
alcantarillado), donde no se detectó microbiológica ni molecularmente la presencia de Vibrio 
cholerae.  
 
La frecuencia de cepas de Vibrio cholerae de cuerpos de agua marino-costeros fue mayor 
durante la estación de verano, y el mayor número de cepas durante el periodo de verano a 
invierno perteneció a la provincia de Paita (Figura 4.4). 
 
 
Estación del año     Provincia       Cuerpo de agua 
                                           
 
 
Figura 4.4. Frecuencia de cepas de Vibrio cholerae aisladas por cultivo microbiológico de 
muestras de cuerpos de agua de cinco provincias de la Región Piura durante verano a 
invierno del 2017. 
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La caracterización molecular reveló que las 192 cepas de Vibrio cholerae pertenecieron al 
grupo de Vibrio cholerae no-O1/no-O139 (OmpW+, O1/O139-) sin presencia de genes de 
virulencia (ctxA- y tcpA-); sin embargo, dos cepas (1.04%) resultaron positivas para el gen de 
una enterotoxina termoestable (stn+) y mostraron hemolisis tipo β en agar sangre. Ambas 
cepas procedieron del sitio evaluado en el río Piura (Represa Los Ejidos) en la provincia de 
Piura durante enero del 2017 (Cuadro 4.2).  
 
Por otra parte, de 760 cepas de Vibrio parahaemolyticus (ToxR+), ocho (1.05%) 
resultaron positivos para el gen tdh y seis (0.79%) resultaron positivos para el gen trh. Los 
aislados pertenecieron sólo a las provincias de Paita y Talara durante los meses de febrero y 
marzo (V. parahaemolyticus tdh+) y los meses de abril y mayo (V. parahaemolyticus trh+), 
coincidiendo con la detección molecular mediante el ensayo LAMP (Cuadro 4.2).  
 
A pesar que en muestras procedentes de la provincia de Sechura se detectaron los genes 
tdh (40.74%) y trh (29.63%) mediante ensayo LAMP no fue posible recuperar cepas con 
presencia de dichos genes y sólo la caracterización molecular reveló la presencia del gen tlh en 
todos los aislados de Vibrio parahaemolyticus. 
 
Las cepas positivas para los genes tdh y trh fueron analizadas para el gen GS-PCR sin 
embargo ninguna resultó positiva. 
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Estación del año     Provincia       Cuerpo de agua 
                                        
 
Figura 4.5.- Frecuencia de aislamiento de Vibrio parahaemolyticus en cuerpos de agua 
marino-costero de 3 provincias de la Región Piura durante verano a invierno del 2017. 
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Cuadro 4.2. Caracterización molecular por PCR de aislados de Vibrio cholerae y 
Vibrio parahaemolyticus procedentes de cuerpos de agua de 5 provincias de la Región 
Piura durante enero a septiembre del 2017.  
            
  
Provincia 
 Número total 
de aislados 
 Genes evaluados en Vibrio cholerae 
    ompW O1/O139 ctxA tcpA stn/sto 
C
o
n
ti
n
en
ta
l  Piura  89  89 0 0 0 2
 
 Sullana  25  25 0 0 0 0 
 Sechura  66  64 0 0 0 0 
L
it
o
ra
l 
 Sechura  4  4 0 0 0 0 
 Paita  8  8 0 0 0 0 
 Talara  3  2 0 0 0 0 
           
  TOTAL  195  192 0 0 0 2 
            
            
  
Provincia 
 Número total 
de aislados 
 Genes evaluados en Vibrio parahaemolyticus 
    ToxR tdh trh tlh GS-PCR 
  Piura  0  - - - - - 
  Sullana  0  - - - - - 
L
it
o
ra
l 
 Sechura  105  105 0 0 105 0 
 Paita  216  216 6
a 
1
a 
216 0 
 Talara  439  439 2
a 
5
a 
439 0 
           
  TOTAL  760  760 8 6 760 0 
            
a.- Aislados evaluados para el gen GS-PCR. Continental: Aislados pertenecientes a muestras colectadas de 
cuerpos de agua continental. Litoral: Aislados pertenecientes a muestras colectadas de cuerpos de agua 
marino-costero.  
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Durante el mes de febrero se recuperaron el mayor número de aislados de Vibrio 
parahaemolyticus tdh+ (6) mientras que en mayo se recuperaron el mayor número de aislados 
de Vibrio parahaemolyticus trh+ (4). Playa Colán en la provincia de Paita y Playa Máncora en 
la provincia de Talara fueron los sitos con mayor número de aislados recuperados para Vibrio 
parahaemolyticus toxigénico (Cuadro 4.3).    
 
Cuadro 4.3. Meses de aislamiento de Vibrio cholerae stn+ y Vibrio parahaemolyticus 
toxigénico en cuerpos de agua de la Región Piura durante enero a septiembre del 2017.     
Provincia Mes de aislamiento de Vibrio toxigénico 
Cuerpo de agua Enero 
Piura 
Represa  
Los Ejidos 
2
a
 /32 
 Febrero Marzo Mayo 
Paita 
Playa El Toril 2
b
 /19 0/15 0/12 
Playa Colán 3
b
 /23 1
b
 /16 1
c
 /15 
 febrero Marzo Mayo Junio 
Talara 
Playa          
Cabo Blanco 
1
b
 /15 0/13 1
c
 /18 0/10 
Playa            
Los Órganos 
0/10 0/15 1
c
 /19 1
c
 /28 
Playa Máncora 0/17 1
b
 /17 1
c
 /16 1
c
 /21 
a.- Número de aislados de Vibrio cholerae no-O1/ no-O139 con el gen de la enterotoxina termoestable. 
b.- Número de aislados de Vibrio parahaemolyticus con el gen de la hemolisina termoestable directa. 
c.- Número de aislados de Vibrio parahaemolyticus con el gen de la hemolisina relacionada con TDH.  
 
Los valores de temperatura ambiental y superficial de los cuerpos de agua continental 
experimentaron variaciones no mayores de 1°C durante las estaciones de verano y otoño. En 
invierno la diferencia respecto a las otras estaciones fue de hasta 6°C. La conductividad 
registró valores de hasta 7.9 mS/cm, especialmente en Laguna Ñapique, pero cifras cercanas a 
3.5 mS/cm fueron más frecuentes desde finales del verano. El pH fue moderadamente alcalino, 
con medidas desde 8.6 en verano hasta 6.5 en invierno. Los valores de oxígeno disuelto se 
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mantuvieron por debajo de los 2 ppm, pero en otoño se registraron valores de hasta 8.16 ppm 
y en promedio los valores se encontraron por debajo de 4 ppm durante esta estación. La 
turbidez varió desde 3.5 NTU hasta 28 NTU con valores frecuentemente cercanos a 12 NTU 
(Cuadro 4.4 y Figura 4.6). 
         
Cuadro 4.4. Parámetros ambientales en cuerpos de agua continental y en cuerpos de 
agua marino-costero de la Región Piura durante verano a invierno del 2017.  
Cuerpos de agua continental 
    Verano Otoño Invierno 
Parámetro Ambiental Unidad Min. Máx. Min. Máx. Min. Máx. 
Temp. Ambiental °C 27 33 26 32 22 27 
Temp. Superficial °C 25 28.5 24 29 24 26 
Conductividad mS/cm 0.15 7.9 1.73 6.7 2.5 7.1 
pH  7 8.6 6.9 8.4 6.5 8.3 
Oxígeno Disuelto ppm 0.23 4.8 1.45 8.16 0.9 2.54 
Turbidez NTU 5.8 25.9 3.5 28 3.5 15.1 
Cuerpos de agua marino-costero 
    Verano Otoño Invierno 
Parámetro Ambiental Unidad Min. Máx. Min. Máx. Min. Máx. 
Temp. Ambiental °C 26 36 23 33.1 17 25.4 
Temp. Superficial °C 18.1 30.3 17.8 29.9 14.9 18.7 
Salinidad UPS 30.8 36.1 28.5 36.2 33.2 36.1 
pH  7.5 8.6 6.2 8.9 7.9 8.7 
Oxígeno Disuelto ppm 3.5 13.8 2.3 15.4 2.2 10.6 
Turbidez NTU 0 22.3 0 10.2 0.5 7.2 
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Figura 4.6. Parámetros fisicoquímicos evaluados en cuerpos de agua continental de la Región Piura durante enero a 
septiembre del 2017. TS: temperatura superficial (°C), Turb: turbidez (NTU), pH: potencial de hidrogeniones, Cond: 
conductividad (mS/cm), OD: oxígeno disuelto (ppm).      
Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
TS 26.8 25.78 27.63 26.75 26.13 26.13 25.48 26.05 24.9
Turb 9.17 18.53 10.15 11.36 14.71 14.43 11.41 11.44 10.18
pH 8.4 7.45 7.67 7.48 7.33 7.6 7.3 7.3 7.45
Cond 4.3 4.61 2.89 3.13 3.6 3.63 3.07 3.32 4.72
OD 1.02 2.18 3.82 3.07 2.8 3.67 1.76 1.44 1.13
0
0.5
1
1.5
2
2.5
3
3.5
4
4.5
5
0
5
10
15
20
25
30
26 
 
 
 
 
Figura 4.7. Parámetros fisicoquímicos evaluados en cuerpos de agua marino-costeros de la Región Piura y aislamiento por 
cultivo microbiológico de Vibrio parahaemolyticus toxigénico (+), durante enero a septiembre del 2017. TSM: temperatura 
superficial del mar (°C), Turb: turbidez (NTU), pH: potencial de hidrogeniones, Sal: salinidad (UPS), OD: oxígeno disuelto 
(ppm).
Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
TSM 22.98 27.5 28.56 23.18 21.46 20.81 17.56 16.95 16.3
Turb 2.96 4.13 2.17 3 4.7 6.22 3.9 3.1 3.17
OD 5.73 5.98 6.48 6.41 5.83 4.54 4.48 4.01 4.84
pH 8.28 8.11 8.07 8.26 8.47 8.49 8.29 8.32 8.2
Sal 34.82 33.34 33.8 34.09 34.24 34.73 34.54 34.69 35.1
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Durante el periodo de detección del gen tdh mediante ensayo LAMP se registraron valores 
de temperatura superficial del mar (TSM) de 16.0 a 30.3°C, los valores más altos se 
presentaron a mediados de verano hasta inicios de otoño, por otra parte, al mismo tiempo se 
observó que la salinidad experimentó un descenso de 35.8 a 28.5 UPS, presentando un rango 
estrecho de 33 a 34 UPS durante el verano. El oxígeno disuelto tuvo valores frecuentes entre 5 
y 6 ppm, con mediciones mínimas de 2.27 y máximas de 15.35 ppm, las más altas 
pertenecieron a la estación de otoño. El pH fue fuertemente alcalino, varió de 7.5 a 8.67 con 
valores generalmente superiores a 8 y menores de 8.9. Los valores de turbidez más altos 
pertenecieron al litoral de Sechura, hasta un 22.3 NTU durante el verano. Respecto al gen trh 
su detección estuvo acompañada de valores de oxígeno disuelto y pH similares al anterior, 
mientras que la temperatura  varió entre 17.8 a 24.5°C, la turbidez entre 0.3 a 10.2 NTU y la 
salinidad de 29.82 a 36.2 UPS (Cuadro 4.4 y Figura 4.7).   
 
La asociación entre los factores ambientales y la presencia de Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus se identificaron inicialmente mediante el análisis del coeficiente de 
correlación de Pearson. Se encontró una correlación positiva y significativa de la temperatura 
superficial del agua y la presencia de Vibrio cholerae (0.79) y Vibrio parahaemolyticus (0.72). 
En ambos casos la salinidad y el pH mostraron una débil correlación negativa, pero se observó 
mediante la evaluación por la prueba de Kruskal-Wallis que el pH resultó ser significante para 
Vibrio cholerae mientras que la salinidad lo fue para Vibrio parahaemolyticus. Respecto al 
oxígeno disuelto y turbidez, la correlación fue muy débil y no se encontraron como factores 
significantes (Cuadro 4.5). 
 
En el caso de Vibrio parahaemolyticus la temperatura y la salinidad también mostraron 
relación con la presencia de aislados toxigénicos, pero al confrontar por separado cada 
variable ambiental con la frecuencia de aislados toxigénicos se encontró que la temperatura 
influía exclusivamente en los casos de tdh+ mientras que la salinidad mostró relación con los 
casos de trh+ (Cuadro 4.5). 
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Cuadro 4.5. Análisis estadístico entre parámetros fisicoquímicos y la presencia de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus y 
sus variantes toxigénicas aislados de cuerpos de agua de la Región Piura. 
                   
   ___Vibrio cholerae___   ___Vibrio parahaemolyticus___   
   R
2
   H   
 
R
2
  H   
Temp. Ambiental  0.57   0.0001   Temp. Ambiental 0.44  0.0379   
Temp. Superficial  0.79   0.0001   Temp. Superficial 0.72  0.0070   
Salinidad  - 0.46   0.1441   Salinidad -0.37  0.0001   
pH  -0.36   0.0107   pH -0.09  0.3160   
Oxígeno Disuelto  0.07   0.9525   Oxígeno Disuelto -0.03  0.9524   
Turbidez  0.23   0.0850   Turbidez -0.03  0.9677   
               
           ___Vibrio parahaemolyticus___   
         tdh trh tdh/trh   
Temp. Superficial     H:   0.0030 0.8859 0.0044   
Salinidad     H:   0.9581 0.0461 0.0488   
*R
2
= coeficiente de Pearson. H= valor de significancia de kruskal wallis.
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V. DISCUSIÓN 
 
Durante las estaciones de verano a invierno del 2017 la evaluación de muestras de agua 
superficial (continental y marino-costero) procedentes de cinco provincias de la Región Piura 
reveló presencia de Vibrio cholerae No toxigénico (ctxA-) y Vibrio parahaemolyticus 
toxigénico (tdh+, trh+). Estos resultados coinciden con los de Gavilán et al. (2016), que 
determinó sólo los genes tdh (47.15%) y trh (13%) en 123 muestra procedentes del norte del 
Perú mediante ensayo LAMP. En éste estudio, mediante la misma técnica molecular, se 
observó un mayor número de muestras positivas para el gen tdh (32.34%) que para el gen trh 
(17.16%), además de una marcada aparición de dichos genes durante el periodo de muestreo, 
con la detección del gen tdh en la estación de verano y el gen trh durante el otoño. 
 
Según ENFEN (2017), durante los meses de febrero y marzo (estación de verano) del 
2017, se experimentó un incremento de la temperatura superficial del mar (TSM) en la Región 
Niño 1+2 que abarca la zona norte del mar peruano, donde las bahías de Talara y Paita 
experimentaron las más altas anomalías positivas de temperatura y anomalías negativas de 
salinidad, y coincidentemente de ambas provincias se aisló Vibrio parahaemolyticus tdh+ en 
las mencionadas fechas. Por otro lado, durante la estación de otoño la TSM disminuyó y la 
salinidad varió en un rango muy estrecho, y se aisló Vibrio parahaemolyticus trh+. Los 
trabajos en Perú como los de Gavilán y Martínez-Urtaza (2011) y Gavilán et al. (2016) han 
relacionado la presencia de ambas variantes toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus al 
incremento de la temperatura del mar, sin embargo, al confrontar las variables ambientales por 
separado, la temperatura se correlacionó positiva y significativamente con la presencia del gen 
tdh mientras que la salinidad mostró relación con los casos de trh. Una fuerte correlación 
positiva entre la temperatura y la presencia del gen tdh fue apreciada debido a que la presencia 
del gen coincidió con valores superiores a los 25°C que son alcanzados durante el verano a 
diferencia del resto de temporadas del año en el litoral de la Región Piura. La relación 
obtenida por el análisis estadístico indicaría que temperaturas cálidas como las experimentadas 
en el verano del 2017 que registraron valores de hasta 30.3°C permiten la proliferación para la 
variante toxigénica con el gen tdh; por el contrario, las anomalías en los valores de salinidad 
en el mar peruano son mínimas, pero eventos como el Niño costero del 2017 permitieron 
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observar que durante el otoño con temperaturas cercanas a los 23°C y finalizado el periodo de 
precipitaciones, este parámetro tuvo variaciones de 1 UPS, registradas entre los meses de abril 
a junio, y favorecieron la presencia de la variante toxigénica con el gen trh. 
 
Similar a los resultados obtenidos por Martínez-Urtaza et al. (2008), claramente se 
observó una mayor frecuencia de detección de Vibrio parahaemolyticus durante el otoño a 
diferencia del verano, a pesar que, la temperatura disminuyó rápidamente (~0.08°C/día) 
durante abril a junio, con mayor tendencia decreciente en abril. En éste estudio, el 
comportamiento marcado de la presencia de los genes tdh y trh en el ambiente marino fue 
observado en la transición del verano a otoño, evento también apreciado en las investigaciones 
de Jhonson et al. (2010) y López-Joven et al. (2015), deduciendo que las variantes toxigénicas 
con el gen trh responden diferente a aquellas que poseen el gen tdh con pequeños cambios en 
la salinidad. Aunque la asociación estimada de la presencia del gen trh y la salinidad no 
presentó un valor tan significativo como en el caso de López-Joven et al., sí mostró relación. 
Probablemente la temperatura también se encuentre relacionada a la presencia gen trh, pero 
durante el otoño la temperatura disminuyó a tal forma que los valores presentados en invierno 
no fueron tan disimilares. 
 
A pesar que el pH no fue un factor significativo respecto a la presencia de los genes tdh y 
trh, los valores que se registraron de este parámetro en las bahías de Paita y Talara presentaron 
un rango entre 7.5 y 8.6 en verano y entre 8.25 a 8.9 en otoño, sorpresivamente, los valores 
más bajos pertenecieron  a sitios de muestreo de donde se aislaron las variantes toxigénicas de 
Vibrio parahaemolyticus. Resultados similares observó Gavilán (2003) con un rango más 
estrecho de pH (7.78 - 8.01), lo que  parece indicar que las variantes toxigénicas con el gen tdh 
emplean un pH más bajo a diferencia de aquellas que poseen el gen trh, lo especulado 
anteriormente se fundamenta en que el incremento de la temperatura favorece condiciones 
bajas o altas de pH en la superficie de la columna de agua y probablemente estas variaciones 
de pH actúen como señal al cambio desde el ambiente marino en el que se encuentran las 
variantes toxigénicas hacia el intestino del humano, puesto que Reidl y Klose (2002) 
mencionan que para la  activación de ciertos factores de colonización en el intestino humano, 
es necesario un pH entre 6.5 y 7.5 que comúnmente es proporcionado por las sales biliares. 
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La frecuencia de cepas toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus es baja en muestras 
ambientales (Raghunath, 2015), y en Perú se ha reportado un 2.22% en la bahía de Paracas 
(Gavilán, 2003), 1.18% en pescado expendido en Lima (Aliaga et al., 2010) y 27.59% en 
muestras de mariscos expendidos en Tumbes, Piura y Lambayeque (Gavilán et al., 2016). En 
éste estudio, el 1.84% de las cepas de Vibrio parahaemolyticus presentaron genes que 
codifican factores asociados con la patogenicidad del hombre y a pesar que en muestras 
procedentes de la provincia de Sechura se detectaron los genes tdh (40.74%) y trh (29.63%) 
mediante ensayo LAMP no fue posible obtener cepas con presencia de dichos genes. Gavilán 
(2003) y Orozco et al. (2017), han reportado el aislamiento de Vibrio parahaemolyticus tdh+ 
al sur del Perú con valores de TSM similares a los de playa San Pedro, entre 18.7°C y 14.9°C. 
A diferencia de éste estudio que empleó muestras de agua superficial, Gavilán y Orozco et al., 
emplearon muestras de plancton, pues al presentarse condiciones desfavorables la bacteria en 
cuestión, se adhiere al plancton, y como demuestran ambos autores es probable su obtención 
mediante cultivo microbiológico, sin embargo, resulta interesante que Orozco et al., a pesar de 
que empleó muestras de plancton en la bahía de Sechura (Piura) no logró resultados similares 
a los de la bahía de Pisco (Ica).  
 
La presencia de variantes toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus al sur del Perú por 
Orozco et al. (2017) presentaron el gen tdh, no obstante, al mismo tiempo que la temperatura 
del litoral de la Región Piura disminuyó en el transcurso del mes de abril a causa de la 
circulación de la corriente de Humboldt no sólo se detectó el gen tdh sino también el gen trh. 
De darse el caso que el plancton sirva como medio de transporte y reservorio de cepas 
toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus, es posible que el material genético detectado por el 
ensayo LAMP en la bahía de Sechura pertenezca a alguna variante toxigénica nueva o 
relacionada con las del sur que posea la capacidad de mantenerse viable pero no cultivable en 
las condiciones ambientales ofrecidas por la bahía. La detección de los genes tdh y trh a 
inicios de invierno en playa San pedro puede encontrarse relacionada por la influencia del 
manglar de San Pedro que se encontró próximo al sitio de toma muestra, pues las variaciones 
de salinidad son menores y debido al alto grado de eutrofización la temperatura puede 
mantenerse por encima a los 15°C reduciendo así el estrés de las variantes toxigénicas. 
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Además, de forma contraria a los resultados de Jhonson et al. (2010), la turbidez no 
resultó ser significativa para la presencia de Vibrio parahaemolyticus tdh+ a pesar que de las 
tres bahías de la Región Piura, la bahía de Paita presentó los más altos niveles de turbidez y se 
logró aislar un mayor número de cepas de Vibrio parahaemolyticus tdh+. La turbidez presentó 
una correlación muy débil debido a que durante el verano del 2017 en la bahía de Talara 
también se obtuvieron cepas tdh+ pero se registraron frecuentemente valores menores de NTU 
igual a 1, y en la bahía de Sechura donde no se obtuvieron cepas toxigénicas la turbidez tuvo 
valores similares a los de la bahía de Paita.  
 
Jhonson et al. (2010) estimó una correlación positiva entre la densidad de los vibrios y la 
turbidez, atribuyendo que ésta mejora las condiciones aeróbicas de la columna de agua por 
eventos de suspensión, no obstante, los valores promedios de oxígeno disuelto fueron menores 
en la bahía de Paita (6.16 ppm) y en la bahía de Talara (6.75 ppm) en contraposición a la bahía 
de Sechura (8.91 ppm), y un mayor número de colonias de Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus fueron observadas en el cultivo microbiológico para las bahías de Paita y 
Talara, opuestamente a la bahía de Sechura donde Vibrio alginolyticus fue más abundante 
durante el periodo de aislamiento. El oxígeno disuelto no fue encontrado como un factor 
significante a diferencia de la investigación de Gavilán (2003) en la bahía de Paracas, que 
además realizó las mediciones en un periodo más corto en comparación a éste estudio; a pesar 
de lo mencionado, los resultados coinciden al observar mayor abundancia de Vibrio cholerae y 
Vibrio parahaemolyticus a bajas concentraciones de oxígeno disuelto en la superficie de la 
columna de agua de mar, este hecho se vincula a que ambas especies son anaerobias 
facultativas y tensiones bajas de oxígeno se presentan al aumentar la TSM durante el verano o 
en aguas cálidas como las observadas en la bahía de Talara. 
 
Otro punto a tener en cuenta es la técnica de detección, Cantet et al. (2013) mediante PCR 
en tiempo real demostró que a temperaturas por debajo de los 15°C las poblaciones de Vibrio 
parahaemolyticus toxigénico disminuyen a concentraciones indetectables en el ambiente 
marino, pero, teniendo en cuenta el límite de detección del PCR en tiempo real entre 1 y 10 
picogramos (pg), el ensayo LAMP es capaz de detectar el material genético circundante de 
hasta 1 célula bacteriana en la muestra, es decir valores en femtogramos (fg). Si consideramos 
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la composición de la turbidez en las muestras de playa San Pedro pertenecientes al mes de 
julio, parte debe pertenecer al plancton u otras superficies a las cuales se hayan adherido las 
variantes toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus, siendo posteriormente detectadas mediante 
ensayo LAMP. Sin embargo, debido a la constante detección de los genes de virulencia 
durante el periodo de estudio al confrontar las variables ambientales consideradas no se 
encontró vinculación alguna, pero el hecho de su presencia, en mayor o menor grado en 
respuesta a condiciones ambientales distintas entre las estaciones de verano a invierno es 
indicativo de dos subpoblaciones diferentes de Vibrio parahaemolyticus como lo menciona 
Johnson et al. (2010). 
 
A diferencia de Dueñas (2008) y Aliaga et al. (2010), que demostraron la presencia del 
gen tdh en cepas de Vibrio parahaemolyticus y su capacidad patogénica mediante el 
Fenómeno de Kanagawa en agar Wagatsuma, la relación con el clon pandémico O3:K6 a 
través del marcador GS-PCR en las cepas de Vibrio parahaemolyticus tdh+ y trh+ de éste 
estudio fue negativa, indicando que a pesar de poseer los genes para la producción de 
hemolisinas no presentan otros factores que las capacitan para desenvolver el cuadro clínico 
en el hombre. Resultados similares han sido encontrados por Gavilán et al. (2013) y Gonzales-
Escalona et al. (2016) en cepas aisladas de muestra de agua superficial, revelando además que 
este tipo de cepas divergen respecto al clon O3:K6. En otras palabras, las variantes toxigénicas 
obtenidas durante el verano y otoño del 2017 al llegar a un anfitrión humano no 
desencadenarían el cuadro clínico diarreico característico de una infección por Vibrio 
parahaemolyticus, este hecho, puede tener relación con la forma de vida libre en la columna 
de agua que puede adoptar la bacteria debido a que las cepas de Dueñas y Aliaga et al. 
procedieron de muestras de pescado expendido en Lima. Por el contrario, Caburlotto et al. 
(2010) por vez primera logró aislar una cepa pandémica en muestras de agua y otra en 
plancton procedentes de la costa de Italia siendo el primer reporte en Europa. Hasta el 
momento no existe reporte de recuperación de una cepa pandémica procedente del agua en 
áreas costeras de Perú, pero los casos clínicos han sido asociados al consumo de mariscos y 
pescado orientando a que estas variantes toxigénicas se encuentran en el medio marino en 
donde se encuentran los mencionados recursos hidrobiológicos. 
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Adicional a las especies de Vibrio reportadas durante el periodo del 2010 al 2014 en la 
bahía de Sechura por Orozco et al. (2017), Vibrio cholerae fue aislado durante el periodo de 
verano y otoño del 2017, este hecho puede atribuirse a dos razones principalmente, a valores 
de TSM de hasta 4.29°C más del promedio encontrado de 19.02°C para la bahía de Sechura 
por Orozco et al., y al medio de cultivo cromogénico CHROMagar-Vibrio empleado en el 
aislamiento del patógeno. El medio de cultivo cromogénico CHROMagar-Vibrio facilitó la 
diferenciación mediante el color que presentan las unidades formadoras de colonias (UFC) de 
Vibrio cholerae (turquesa), Vibrio mimicus (azul) y Vibrio vulnificus (azul-verdosa) a causa de 
la actividad metabólica (asimilación de la β-galactosa) a diferencia de las UFC amarillas a 
causa de la fermentación de la sacarosa del tradicional TCBS. Por otra parte, un 6.25% de las 
cepas de Vibrio cholerae pertenecieron a cuerpos de agua marino-costeros, este porcentaje es 
mucho mayor a diferencia de lo reportado al sur del Perú por Gavilán (2003) en Ica (0.53%) y 
por Sulca (2011) en Lima (1.18%) con mediciones de TSM menores a 18°C, aseverando estos 
resultados una fuerte correlación se observó entre la TSM y la presencia de Vibrio cholerae 
(R=0.79). 
 
En acuerdo con Gavilán y Martínez-Urtaza (2011), la presencia o ausencia de Vibrio 
cholerae toxigénico en Perú y América del Sur sigue siendo aún un tema de debate debido a la 
compleja relación entre las variables ecológicas y su dinámica poblacional. Condiciones 
similares a las del periodo de 1990 y 1991 como el incremento de temperatura, disminución de 
salinidad y patrones de precipitación en la costa norte del país se presentaron el verano del 
2017 pero no se aisló Vibrio cholerae toxigénico. Lipp  et al. (2003) y Gil et al. (2004), han 
mostrado la presencia de Vibrio cholerae O1 y del gen ctxA en la costa del Perú hasta el año 
2000, pero los resultados de éste estudio son similares a los de Gavilán et al. (2016), con 
presencia de Vibrio cholerae (37.30%) en muestras de agua de mar, bajo número de cepas 
aisladas de la bacteria y ausencia del gen ctxA; éstos resultados pueden indicar que hubo una 
disminución progresiva de la variante toxigénica hasta su total ausencia en años recientes. 
 
Según reportes del ENFEN (2017), el evento ocurrido en la Región Niño 1+2 se encontró 
relacionado al ingreso de Aguas Ecuatoriales Superficiales y no del movimiento de aguas de 
Asia por lo que reforzaría la teoría transoceánica de dispersión de Vibrio cholerae toxigénico o 
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de la presencia del fago CTXɸ en Perú, y demostraría que estas condiciones también influyen 
en la presencia de las variantes toxigénicas de Vibrio parahaemolyticus.  
 
En éste estudio se abarcaron sitios estratégicos a lo largo del litoral de la Región Piura 
donde la concurrencia se intensifica especialmente en la estación de verano como parte de las 
costumbres de la población y a pesar que no se consideró el grado de contaminación fecal o 
contaminación por residuos sólidos, la turbidez no fue encontrado como un factor significante 
para la presencia de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus toxigénico. Adicionalmente a 
estos resultados se logró aislar e identificar otras especies de Vibrio como Vibrio alginolyticus, 
Vibrio mimicus y Vibrio vulnificus. Todas ellas han sido consideradas también como un 
patógeno oportunista del hombre, pero en Perú tienen mayor atención sólo por parte de la 
industria acuícola debido a la posible generación de pérdidas económicas, y a pesar de ser 
frecuentemente aisladas de muestras ambientales poco se conoce sobre su incidencia en 
muestras clínicas y la dinámica de sus poblaciones en cuerpos de agua de Perú. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
Se determinó Vibrio parahaemolyticus toxigénico en cuerpos de agua marino-costero de las 
provincias de Sechura, Paita y Talara de la Región Piura durante febrero a julio del 2017 y se 
aislaron cepas con factores de virulencia de ésta bacteria, ocho con el gen tdh durante la 
estación de verano y seis con el gen trh durante la estación de otoño sólo de las bahías de Paita 
y Talara. La frecuencia del gen tdh fue mayor que la del gen trh tanto en aislados como en 
muestras de agua de mar y se encontró como factores ambientales asociados a su presencia a 
la temperatura y salinidad.   
 
En cuerpos de agua continental y marino-costero de la Región Piura se determinó Vibrio 
cholerae No toxigénico durante enero a septiembre del 2017, las cepas de este periodo 
pertenecieron a los serogrupos no-O1 y no-O139 y dos presentaron hemolisis tipo beta en agar 
sangre y el factor genético codificante para una enterotoxina termoestable por PCR.  
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VII. RECOMENDACIONES 
 
1. Se recomienda continuar con la vigilancia de Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus toxigénicos en cuerpos de agua de carácter continental y marino-
costeros de la Región Piura así como de otras especies del Género Vibrio asociados 
como agentes causales de gastroenteritis. 
 
2. Se sugiere la utilización de técnicas moleculares para la detección rápida, directa y 
confiable de vibrios toxigénicos no cultivables.  
 
3. Se aconseja realizar un estudio de las poblaciones de Vibrio y las variables ambientales 
que condicionan su presencia en cuerpos de agua de la Región Piura.   
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ANEXOS 
 
ANEXO 1.  
Flujograma del procesamiento de muestras procedentes de los cuerpos de agua de Piura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Muestra de agua 
Análisis fisicoquímico 
Filtración con membrana 
Enriquecimiento en APA 1% y homogenización durante 60 min. 
Incubación a 37 °C durante 8 h.  
Extracción directa de ADN 
con CHELEX 5% 
Siembra en medio CHROMagar-Vibrio  
Cuantificación de ADN  
Aislamiento y purificación de colonias 
características  
LAMP  
Siembra en TSA 1%  
Realización de Gram, prueba de 
oxidasa, catalasa y cuerda 
Aislados sospechoso de Vibrio cholerae y 
Vibrio parahaemolyticus 
 
Caracterización por PCR 
Turbidez 
Temperatura, pH, Conductividad, Solidos Totales 
Disueltos, Oxígeno Disuelto 
Filtración con gasa doble 
Criopreservación  
PCR 
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ANEXO 2. 
 
Procedimiento del Método de concentración por filtrado con membrana empleando el sistema 
de filtración de un puerto Microfil MILLIPORE F7 JN0623 Ref. MIAC 01P 01 acoplado a 
bomba de vacío WELCH No. 1399 Duoseal. 
(ISO 8914; Hara-Kudo et al., 2001) 
 
 
 
Fig. 4.- Montaje del sistema de filtración MILLIPORE. 
 
1. Conectar la manguera del sistema de filtración previamente autoclavado a un matraz 
kitasato esterilizado. 
2. Conectar la manguera de la bomba de vacío WELCH al matraz kitasato esterilizado.   
3. Colocar la rejilla de filtración esterilizada en el puerto del sistema de filtración. 
4. Colocar encima de la rejilla de filtración el filtro de membrana de 45 µm de diámetro 
de poro empleando una pinza esterilizada. 
5. Colocar y ajustar un embudo de polipropileno esterilizado de 100 ml al puerto del 
sistema. 
6. Cerrar el flujo del sistema de filtración y encender la bomba de vacío durante 1 minuto. 
7. Homogenizar y agregar en el embudo de polipropileno de 100 ml la muestra de agua. 
8. Abrir el flujo del sistema de filtración, esperar que filtre un volumen considerable de la 
muestra y seguir agregando cuidadosamente más cantidad de muestra. 
9. Cerrar el flujo del sistema de filtración evitando que absorba aire una vez filtrado la 
cantidad requerida 
10. Retirar el embudo de polipropileno del puerto y retirar cuidadosamente con una pinza 
estéril el filtro de membrana embebido. 
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ANEXO 3. 
Procedimiento del método de concentración por gasa. 
(INS y USC, 2014) 
 
 
 
Fig. 5.- Filtración de muestra de agua con gasa. 
 
1. Esterilizar los embudos y frascos de vidrio en dónde se depositará el restante del 
filtrado. 
2. Ajustar el embudo a la boca estrecha del frasco. 
3. Colocar una plancha de gasa esterilizada de 30 cm x 10 cm empleando una pinza 
estéril y acomodar. 
4. Homogenizar la muestra y verter cuidadosamente dentro del embudo evitando que se 
levante la gasa. 
5. Retirar el embudo y agregar un chorrito de hipoclorito de sodio dentro del frasco y 
dejar reposar por 10 min. antes de descartar el contenido. 
6. Retirar cuidadosamente la gasa embebida del embudo con una pinza esterilizada.  
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ANEXO 4. 
 
Preparación de medios y reactivos empleados para el aislamiento, criopreservación y 
extracción de ADN de Vibrio. 
Agua Peptonada Alcalina al 1% de NaCl   
  
Peptona…………………………………... 
NaCl…………………………………....... 
Agua destilada…………………………... 
20 g. 
10 g. 
  1 L. 
  
 Disolver y homogenizar a calor 
Ajustar a pH 8.5 
Autoclave a 121º C por 15 minutos 
*En el proceso de esterilización se pierde ± 1 ml de caldo. 
 
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS)   
  
TCBS…………………………………...... 
Agua destilada estéril…………………..... 
90 g. 
  1 L. 
  
 Disolver y homogenizar a calor 
Ajustar a pH 8.5 
Dispensar en placas Petri 
*NO AUTOCLAVAR 
 
CHROMagar-Vibrio  
  
Agar……………………………………… 
Peptona y Extracto de levadura…………. 
Salts……………………………………... 
Mezcla cromogénica……………………..    
Agua destilada estéril………………......... 
15.0 g. 
  8.0 g. 
51.4 g. 
  0.3 g. 
     1 L. 
  
 Disolver y homogenizar a calor 
Ajustar a pH 9 
Dispensar en placas Petri 
*NO AUTOCLAVAR 
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Tripticasa Soya Agar al 1 % de NaCl (TSA 1%) 
  
Peptona de caseína……………….............. 
Peptona de soya………………………….. 
Cloruro de Sodio………………………… 
Agar……………………………………… 
Agua destilada estéril……………............. 
15.0 g. 
  5.0 g. 
15.0 g. 
15.0 g. 
     1 L. 
  
 Disolver y homogenizar a calor 
Ajustar a pH 7.6 
Autoclave a 121º C por 15 minutos 
Dispensar en placas Petri 
 
Caldo Glicerol al 1 % de NaCl 
  
Peptona…………………………………... 
NaCl…………………………………....... 
Agua destilada…………………………... 
Glicerol………………………………….. 
 1.5 g. 
    1 g. 
  75 ml. 
  25 ml. 
  
 Disolver y homogenizar a calor 
Ajustar a pH 7.6 
Dispensar 1.8 ml en Crioviales de 2 ml. 
Autoclave a 121º C por 15 minutos 
 
TAE 50X (pH 8.0) 
  
Trizma Base....................……..……............... 
EDTA (0.5 M)……………...…….................. 
Ácido Acético…………........………............. 
 121.00 g. 
   50.00 ml. 
   28.55 ml. 
 
 
CHELEX 100 (5%) 
  
CHELEX-100…….………………..………... 
TE 1X……………………………………....... 
    5 g. 
  95 ml. 
  
 Homogenizar 
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ANEXO 5. 
 
Procedimiento para las pruebas de oxidasa, catalasa y cuerda. 
(INS y USC, 2014) 
 
Prueba de la oxidasa: 
 
1. En placa Petri colocar una tira de papel filtro empleando una pinza estéril. 
2. Agregar gotas del reactivo de Oxidasa (N,N-tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina 
1%). 
3. Tomar un poco del cultivo joven en medio TSA 1% de NaCl con un palito 
mondadientes y mezclar.  
4. Observar el cambio del color blanco del cultivo a un color púrpura para una prueba 
positiva. 
 
Procedimiento para prueba de la catalasa: 
 
1. Tomar un poco del cultivo joven en medio TSA 1% de NaCl y extender en una lámina 
portaobjetos.  
2. Agregar 1 a 2 gotas de H2O2.  
3. Observará para una prueba positiva si la mezcla inmediatamente empieza a presentar 
burbujas. 
 
Procedimiento para prueba de la cuerda: 
 
1. Agregar gotas de desoxicolato de sodio (0.1%) en una lámina portaobjetos. 
2. Tomar un poco del cultivo joven en medio TSA 1% de NaCl y homogenizar con asa de 
aro hasta conseguir una mezcla de aspecto viscoso.   
3. Alzar el asa repetidas veces y observar para una prueba positiva un hilo mucoide al 
alzar el asa sin romperse. 
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ANEXO 6. 
 
Protocolo de extracción de ADN genómico por el Método de ebullición con CHELEX 5%. 
(INS y USC, 2014) 
 
1. En un tubo eppendorff de 1.5 ml 
1.1. Cargar una alícuota de 1 ml de cultivo en caldo de 24 horas y centrifugar a 14 000 
RPM por 10 minutos y descartar sobrenadante 
1.2. Cargar varias asadas de un cultivo puro en TSA 
2. Agregar 500 µl de solución CHELEX 5% y homogenizar por 1min en vortex. 
3. En vaso precipitado agregar agua destilada y hervir      
4. Colocar el tubo eppendorf bien cerrado en un rack y colocar el rack en el agua 
hirviendo durante 30 minutos 
5. Colocar hielo molido en un depósito y guardar en congeladora a -20°C 
6. Transcurrido los 30 minutos retirar el tubo eppendorff e incrustar inmediatamente en 
hielo molido dejándolo reposar durante 5 minutos a -20°C 
7. Retirar el tubo eppendorff de la congeladora y homogenizar por 1 min en vortex y 
centrifugar a 14 000 RPM por 5 minutos  
8. Rotular un nuevo tubo eppendorff y transferir 200 µl del sobrenadante del tubo en la 
centrifuga. 
9.  Conservar a -20°C en caso de no usarse. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
54 
 
ANEXO 7. 
 
Procedimiento para la cuantificación de ADN con espectrofotómetro de microplacas 
UV/VIS EON™ y software de análisis de datos Gen5™ 2.0. 
 
1. En el computador buscar y abrir el programa GEN5.  
2. Encender el espectrofotómetro de microplacas UV/VIS EON™ y esperar que el equipo 
sea reconocido por el software y calibre. 
3. Abrir cuidadosamente la placa externa de la lectora y limpiar los pocillos cargando 2 
µl de agua de grado molecular en todos los pocillos.  
4. Cerrar cuidadosamente la placa, dejar reposar por unos segundos y luego abrir 
nuevamente. 
5. Colocar papel lente para el secado en la lámina de los pocillos y cuidadosamente cerrar 
la placa, esperar unos cuantos segundos y abrir nuevamente la placa. 
6. Retirar el papel lente y con una hoja nueva de papel lente secar suavemente la lámina 
de los pocillos y la lámina de la tapa de la placa.  
7. Cargar 2 µl de agua de grado molecular en el centro del pocillo A1 y 2 µl del temple de 
ADN en el centro de los pocillos restantes. 
8. Cerrar cuidadosamente la placa. 
9. En el programa GEN5 buscar la opción “TIPO DE MUESTRA” y seleccionar la 
opción “CONTAMINACIÓN POR FENOL”.  
10. Seleccionar BLANCO y con el cursor los pocillos cargados con el blanco. 
11. Seleccionar MUESTRA y con el cursor los pocillos cargados con la muestra.  
12. Seleccionados los pocillos dar clic en “LEER” y el programa arrojará una ventana, 
esperar a que abra la lectora y colocar la placa cuidadosamente. 
13. Luego en la ventana abierta del computador seleccionar OK y esperar a que la lectora 
automáticamente se cierre. 
14. Esperar que en pantalla arroje un libro Excel con los valores de la concentración del 
ADN en cada una de las muestras. 
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ANEXO 8. 
 
Protocolo de ensayo de Amplificación Isotérmica Mediada por Buble (LAMP)                                      
para Vibrio cholerae 
        
Protocolo de LAMP liofilizado para detectar el gen ctxA de Vibrio cholerae 
 
 Primer CtxA: Tm Stock [ ] Vol.  
  CtxA-FIP: 64.8 40 µM 1.2  
  CtxA-BIP: 62.6 40 µM 1.2  
  CtxA-F3: 46.7  5 µM 1.2  
  CtxA-B3: 48.2  5 µM 1.2  
  CtxA-LF: 43.8 20 µM 1.2  
  CtxA-LB: 49.2 20 µM 1.2  
  Vol. total   7.2 µl  
       
      
 Localización del gen* y secuencia de oligonucleótidos (5´- 3´) 
  
CtxA-FIP: *277-257 pb (FIc), 217-235 pb (F2) 
 TCTGTCCTCTTGGCATAAGACGCAGATTCTAGACCTCCTG 
  
CtxA-BIP: *311-335 pb (BI), 395-375 pb (B2c) 
 TCAACCTTTATGATCATGCAAGAGGCTCAAACTAAACTAATTGAGGTGGAA 
  
CtxA-F3: *193-216 pb 
 GCAAATGATGATAAGTTATATCGG 
  
CtxA-B3: *433-412 pb 
 GMCCAGACAATATAAGTTTGACC 
  
CtxA-LF: *256-237 pb 
 CACCTGACTGCTTTATTTCA 
  
CtxA-LB: *336-357 pb 
 AACTCAGACGGGATTTGTTAGG 
  
 
MAXTERMIX 
 Componentes 1X  
 Primer CtxA 1.3  
 ADN 5  
 ddH2O 23.7  
 Volumen total 30 µl  
*Tris-HCl (pH 8.8) 40mM,KCl 20mM, MgSO4, 16mM, (NH4)SO4, Tween20 0.2%, Bst DNA Polymerase   
1 µl, dNTP´s 11.2 mM, Betaína 1.6 M (Eiken Chemical) 
 
Incubación a 65°C durante 1 h. seguido de 80°C durante 5 min. 
Referencia:   
Yamazaki, W., Seto, K., Taguchi, M., Ishibashi, M. y Inoue, K. (2008). Sensitive and rapid detection of 
cholera toxin-producing Vibrio cholerae using a loop-mediated isothermal amplification. BMC 
Microbiology, 8 (94), 1-7.     
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Protocolos de ensayo de Amplificación Isotérmica Mediada por Blucle (LAMP)                                      
para Vibrio parahaemolyticus 
 
        
Protocolo de LAMP liofilizado para detectar el gen tdh de Vibrio parahaemolyticus 
 
 Primer Tdh: Tm Stock [ ] Vol.  
  Tdh-FIP: 63.5 40 µM 1.2  
  Tdh-BIP: 64.7 40 µM 1.2  
  Tdh-F3: 44.3  5 µM 1.2  
  Tdh-B3: 44.2   5 µM 1.2  
  Tdh-LF: 46.7 20 µM 1.2  
  Tdh-LB: 45.9 20 µM 1.2  
  Vol. total   7.2 µl  
      
      
 Localización del gen* y secuencia de oligonucleótidos (5´- 3´) 
  
Tdh-FIP: *353-327 pb (FIc), 268-288 pb (F2) 
 GTACCTGACGTTGTGAATACTGATTGTCTCTGACTTTTGGACAAAC 
  
Tdh-BIP: *362-385 pb (BI), 429-412 pb (B2c) 
 TGACATCCTACATGACTGTGAACACTTATAGCCAGACACCGC 
  
Tdh-F3: *209-231 pb 
 AGATATTGTTTGTTGTTCGAGAT 
  
Tdh-B3: *449-432 pb 
 AACACAGCAGAATGACCG 
  
Tdh-LF: *312-289 pb 
 GTACGGTTTTCTTTTTACATTACG 
  
Tdh-LB: *395-414 pb 
 AAGACTATACAATGGCAGCG 
 
  
MAXTERMIX 
 Componentes 1X  
 Primer Tdh 1.3  
 ADN 5  
 ddH2O 23.7  
 Volumen total 30 µl  
*Tris-HCl (pH 8.8) 40mM,KCl 20mM, MgSO4, 16mM, (NH4)SO4, Tween20 0.2%, Bst DNA Polymerase   
1 µl, dNTP´s 11.2 mM, Betaína 1.6 M (Eiken Chemical) 
 
Incubación a 65°C durante 1 h. seguido de 80°C durante 5 min. 
Referencia:   
Yamazaki, W., Kumeda, Y., Misawa, N., Nakaguchi, Y. y Nishibuchi, M. (2010). Development of a loop-
mediated isothermal amplification assay for sensitive and rapid detection of the tdh and trh genes of 
Vibrio parahaemolyticus and related Vibrio species. Appl Environ Microbiol, 76 (3), 820-828. 
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Protocolo de LAMP liofilizado para detectar el gen trh de Vibrio parahaemolyticus 
 
 Primer Trh: Tm Stock [ ] Vol.  
  Trh-FIP: 61.6 40 µM  1.2  
  Trh-FIP2: 62.5 40 µM 1.2  
  Trh-BIP: 60.8 40 µM 1.2  
  Trh-BIP2: 60.7 40 µM 1.2  
  Trh-F3: 42.1  5 µM 1.2  
  Trh-B3: 45.1  5 µM 1.2  
  Trh-LF: 45.9 20 µM 1.2  
  Trh-LB: 50.0 20 µM 1.2  
  Trh-LB2: 45.9 20 µM 1.2  
  Vol. total    10.8 µl  
      
      
 Secuencia de Oligonucleótidos 
 
Trh-FIP:  
 CTTTCTGGTTATAAACATGGTACTTCTATAAAAGTCTTGGTTTAGGCTTG 
Trh-FIP2:  
 TCTGGCTATAAAGATGGCCTTTCAAGAATAGTTCTGATTTAGGCTTG 
Trh-BIP:  
 TATAGGCGCTTAACCACTTTGAACAAAGATGTATACGGTCAAT 
Trh-BIP2:  
 TATAGGCGCTTAACCATTTTGATAAAAGCGTTCACGGTCAAT 
Trh-F3:  
 TGCCGCTCTCATATGC 
Trh-B3:  
 GGAGGACTATTGGACAAAC 
Trh-LF:  
 CGGTCTTCACAAAATCAGAG 
Trh-LB:  
 ACCCGCAGTTGTGAAAACCG 
Trh-LB2:  
 GCCTGAAGTCGTGAAAATAG 
  
  
MAXTERMIX 
 Componentes 1X  
 Primer Trh 2.3  
 ADN 5  
 ddH2O 22.7  
 Volumen total 30 µl  
*Tris-HCl (pH 8.8) 40mM,KCl 20mM, MgSO4, 16mM, (NH4)SO4, Tween20 0.2%, Bst DNA Polymerase   
1 µl, dNTP´s 11.2 mM, Betaína 1.6 M (Eiken Chemical) 
 
Incubación a 65°C durante 1 h. seguido de 80°C durante 5 min. 
Referencia:   
Yamazaki, W., Kumeda, Y., Misawa, N., Nakaguchi, Y. y Nishibuchi, M. (2010). Development of a loop-
mediated isothermal amplification assay for sensitive and rapid detection of the tdh and trh genes of 
Vibrio parahaemolyticus and related Vibrio species. Appl Environ Microbiol, 76 (3), 820-828. 
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ANEXO 9. 
 
Protocolos de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Vibrio cholerae 
 
     
Protocolo de PCR para detectar el gen OmpW de Vibrio cholerae  
     
     
Gen:    Lipoproteína de membrana externa subunidad W  Vol. de reacción:  
Abrev. OmpW     25 µl / tubo 
pb: 304        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 OmpW-F 5´-CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG-3´   
 OmpW-R 5´-GGTTTGTCGAATTAGCTTCAC-3´   
     
       
  N° de ciclos 30   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 94 °C        
5 min. 
94 °C      
30 seg. 
64 °C        
30 seg. 
72 °C           
1 min. 
72 °C         
3 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 3 1.5  
 dNTP´s  10 mM 1 2.5  
 OmpW-F 20 µM 1 1.25  
 OmpW-R 20 µM 1 1.25  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 0.06 0.3  
 ADN   3  
 ddH2O   12.7  
 Volumen total   25  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Nandi, B., Nandy, R., Mukhopadhyay, S., Nair, G., Shimada, T. y Ghose, A. (2000). Rapid method for 
species-specific identification of Vibrio cholerae using primers targeted to the gene of outer 
membrane protein OmpW. J Clin Microbiol, 38 (11), 4145-4151. 
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Protocolo de PCR para detectar el gen ctxA de Vibrio cholerae  
     
     
Gen: Subunidad A de la enterotoxina colérica  Vol. de reacción:  
Abrev. ctxA     25 µl / tubo 
pb: 219        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 ctxA-F 5´-GGTCTTATGCCAGAGGACAG-3´   
 ctxA-R 5´-GTTGGGTGCAGTGGCTATAAC-3´   
     
       
  N° de ciclos 30   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
4 min. 
94 °C        
1 min. 
50 °C          
1 min. 
72 °C           
1 min. 
72 °C         
5 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 2 1  
 dNTP´s  10 mM 0.8 2  
 ctxA-F 10 µM 1 2.5  
 ctxA-R 10 µM 1 2.5  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 0.025 0.125  
 ADN   3  
 ddH2O   12.25  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Mehrabadi, J. F., Morsali, P., Nejad, H. R. y Fooladi A. A. (2012). Detection of toxigenic Vibrio 
cholerae with new multiplex PCR. J of Infect and Publ. Healt, 5, 263-267.    
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Protocolo de PCR para detectar el gen tcpA / El Tor de Vibrio cholerae  
     
     
Gen: Proteína del pilus corregulado con la toxina                      Vol. de reacción:  
Abrev. tcpA / El Tor    25 µl / tubo 
pb: 451        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 TCP72F 5´-CACGATAAGAAAACCGGTCAAGAG-3´   
 TCP477R 5´-CGAAAGCACCTTCTTTCACGTTG-3´   
     
       
  N° de ciclos 30   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 94 °C        
2 min. 
94 °C       
45 seg. 
61 °C        
45 seg. 
72 °C          
45 seg. 
72 °C        
10 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 3 1.5  
 dNTP´s  10 mM 0.8 2  
 TCP72F 40 µM 1 1.25  
 TCP477R 40 µM 1 1.25  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 0.05 0.25  
 ADN   3  
 ddH2O   14.75  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Nandi, B., Nandy, R. K., Vicente, A. C. P. y Ghose, A. C. (2000). Molecular characterization of a new 
variant of toxin-coregulated pilus protein (TcpA) in a toxigenic non-O1/non-O139 strain of Vibrio 
cholerae. Infection and Inmunity, 68 (2), 948-952.      
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Protocolo de PCR para detectar los genes stn y sto de Vibrio cholerae  
     
     
Gen: Enterotoxina termoestable                                                 Vol. de reacción:  
Abrev. stn/sto    25 µl / tubo 
pb: 216       
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 stn/sto-F 5´-GAGAAACCTATTCATTGCA-3´   
 stn/sto-R 5´-GCAAGCTGGATTGCAAC-3´   
     
       
  N° de ciclos 30   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 94 °C        
5 min. 
94 °C       
30 seg. 
48 °C        
30 seg. 
72 °C          
30 seg. 
72 °C         
3 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 3 1.5  
 dNTP´s  10 mM 1 2.5  
 stn/sto-F 10 µM 0.64 1.6  
 stn/sto-R 10 µM 0.64 1.6  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 1.5 0.3  
 ADN   3  
 ddH2O   12.00  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Vicente, A., Coelho, A. y Salles, C. (1997). Detection of Vibrio cholerae and Vibrio mimicus heat-
stable toxin gene sequence by PCR. Journal of Medical Microbiology, 47, 398-402.      
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Protocolo de PCR para detectar los genes wbeO1 y wbeO139 de Vibrio cholerae  
     
     
Gen: Antígeno somático 
O1 
Gen:       Antígeno somático        
                         O139 
        
Vol. de reacción:  
 25 µl / tubo 
Abrev.          wbeO Abrev.         wbfO   
pb:           647            pb:            741     
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 VCO1-F2 5´-CAACAGAATAGACTCAAGAA-3´   
 VCO1-R2 5´-TATCTTCTGATACTTTTCTAC-3´   
     
 VCO139-F2 5´-TTACCAGTCTACATTGCC-3´   
 VCO139-R2 5´-CGTTTCGGTAGTTTTTCTGG-3´   
     
  N° de ciclos 30   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 94 °C        
2 min. 
94 °C        
1 min. 
55 °C          
1 min. 
72 °C           
2 min. 
72 °C         
3 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 3 1.5  
 dNTP´s  10 mM 1 2.5  
 VCO1-F2 10 µM 1 2.5  
 VCO1-R2 10 µM 1 2.5  
 VCO139-F2 10 µM 1 2.5  
 VCO139-R2 10 µM 1 2.5  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 0.04 0.2  
 ADN   3  
 ddH2O   8.3  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Lipp, E. K., Rivera, I. N. G., Gil, A. I., Espeland, E. M., Choopun, N., Louis, V. R., Russek-Cohen, E., 
Huq, A. y Colwell, R. R. (2003). Direct Detection of Vbrio cholerae and ctxA in Peruvian Coastal 
Water and Plankton by PCR. Appl Env Microbiol, 69 (6), 3676-3680. 
 
 
 
 
63 
 
Protocolos de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Vibrio parahaemolyticus 
 
     
Protocolo de PCR para detectar el gen ToxR de Vibrio parahaemolyticus  
     
     
Gen: Proteína ToxR  Vol. de reacción:  
Abrev. ToxR    25 µl / tubo 
pb:  368        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 ToxR4-F 5´-GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3´   
 ToxR7-R 5´-ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3´   
     
       
  N° de ciclos 20   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
5 min. 
94 °C        
1 min. 
63 °C        
90 seg. 
72 °C          
90 seg. 
72 °C         
7 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 2 1  
 dNTP´s  10 mM 0.2 0.5  
 ToxR4-F 10 µM 0.4 1  
 ToxR7-R 10 µM 0.4 1  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 0.025 0.125  
 ADN   3  
 ddH2O   15.875  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Kim, Y. B., Okuda, J., Matsumoto, C., Takahashi, N., Hashimoto, S. y Nishibuchi, M. (1999). 
Identification of Vibrio parahaemolyticus at the species level by PCR targeted to the toxR gene. J Clin 
Microbiol, 37, 1173-1177. 
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Protocolo de PCR para detectar el gen tdh de Vibrio parahaemolyticus  
     
     
Gen: Hemolisina termoestable directa  Vol. de reacción:  
Abrev. tdh    25 µl / tubo 
pb: 252        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 tdhT-F 5´-CCACTACCACTCTCATATGC-3´   
 tdhT-R 5´-GGTACTAAATGGCTGACATC-3´   
     
       
  N° de ciclos 35   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
5 min. 
94 °C        
1 min. 
55 °C          
1 min. 
72 °C           
1 min. 
72 °C         
7 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 1.5 0.75  
 dNTP´s  10 mM 0.4 1  
 tdhT-F 20 µM 0.4 0.5  
 tdhT-R 20 µM 0.4 0.5  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 1.25 0.25  
 ADN   3  
 ddH2O   16.5  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Tada, J., Ohashi, T., Nishimura, N., Shirasaki, Y., Ozaki, H., Fukushima, S., Takano, J., Nishibuchi, 
M. y Takeda, Y. (1992). Detection of the thermostable direct hemolysin gene (tdh) and the 
thermostable direct hemolysin-related hemolysin gene (trh) of Vibrio parahaemolyticus by 
polymerase chain reaction. Moll Cell Probes, 6 (6), 477-487. 
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Protocolo de PCR para detectar el gen trh de Vibrio parahaemolyticus  
     
     
Gen: Hemolisina relacionada con TDH  Vol. de reacción:  
Abrev. trh    25 µl / tubo 
pb: 250        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 trh-R2 5´-GGCTCAAAATGGTTAAGCG-3´   
 trh-R6 5´-CATTTCCGCTCTCATATGC-3´   
     
       
  N° de ciclos 35   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
5 min. 
94 °C        
1 min. 
55 °C          
1 min. 
72 °C           
1 min. 
72 °C         
7 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 1.5 0.75  
 dNTP´s  10 mM 0.8 2  
 trh-R2 20 µM 0.4 0.5  
 trh-R6 20 µM 0.4 0.5  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 1.25 0.25  
 ADN   3  
 ddH2O   15.5  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Tada, J., Ohashi, T., Nishimura, N., Shirasaki, Y., Ozaki, H., Fukushima, S., Takano, J., Nishibuchi, 
M. y Takeda, Y. (1992). Detection of the thermostable direct hemolysin gene (tdh) and the 
thermostable direct hemolysin-related hemolysin gene (trh) of Vibrio parahaemolyticus by 
polymerase chain reaction. Moll Cell Probes, 6 (6), 477-487. 
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Protocolo de PCR para detectar el gen tlh de Vibrio parahaemolyticus  
     
     
Gen: Hemolisina termolábil  Vol. de reacción:  
Abrev. tlh    25 µl / tubo 
pb: 450        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 VP-tlh1 5´-AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG-3´   
 VP-tlh2 5´-GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGCG-3´   
     
       
  N° de ciclos 35   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
5 min. 
94 °C        
1 min. 
55 °C          
1 min. 
72 °C           
1 min. 
72 °C         
7 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 1.5 0.75  
 dNTP´s  10 mM 0.4 1  
 VP-tlh1 20 µM 0.4 0.5  
 VP-tlh2 20 µM 0.4 0.5  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 1.25 0.25  
 ADN   3  
 ddH2O   16.5  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Mahmud, Z. H., Kassu, A., Mohammad, A., Yamato, M., Bhuiyan, N. A., Nair, G. B. y Ota, F. (2006). 
Isolation and molecular characterization of toxigenic Vibrio parahaemolyticus from the Kii Channel, 
Japan. Microbiological Research. 161, 25-37.            
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Protocolo de PCR para detectar el gen GS-PCR de Vibrio parahaemolyticus  
     
     
Gen: Grupo específico pandémico ToxRS  Vol. de reacción:  
Abrev. GS-PCR    25 µl / tubo 
pb: 651        
         
         
Primer:  Secuencia de Oligonucleótidos   
 GS-VP1 5´-TAATGAGGTAGAAACA-3´   
 GS-VP2 5´-ACGTAACGGGCCTACA-3´   
     
       
  N° de ciclos 20   
 Activation Denature Anneal Extension Elongation  
 96 °C        
5 min. 
96 °C        
1 min. 
45 °C          
2 min. 
72 °C           
3 min. 
72 °C         
7 min. 
 
       
       
  MASTERMIX   
 Componenetes Stock [ ] Final [ ] 1X  
 Buffer
a 
10X 1 2.5  
 MgCl2  50 mM 1.5 0.75  
 dNTP´s  10 mM 0.8 0.2  
 GS-VP1 20 µM 0.5 0.625  
 GS-VP2 20 µM 0.5 0.625  
 TaqDNA Polymerasa
b
  5 units/µl 1 0.2  
 ADN   3  
 ddH2O   17.1  
 Volumen total   25 µl  
      
 
a 
Thermophilic DNA Polymerase 10X Buffer (magnesium free), 
Promega Corp. Composition: 100mM Tris-HCl (pH9.0), 500mM KCl, 
1% Triton X-100). 
 
 
b
 TaqDNA polymerase in Storage Buffer A (Promega Corp.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
Referencia:      
Osawa, R., Iguchi, A., Arakawa, E. y Watanabe, H. (2002). Genotyping of Pandemic Vibrio 
parahaemolyticus O3:K6 Still Open to Question. J Clin Microbiol, 40 (7), 2708-2709.            
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ANEXO 10. 
 
Procedimiento para electroforesis en gel de agarosa 1.5% 
 
1. Pesar 1.5 g de agarosa INVITROGEN y diluir en 100 ml de TAE 1X luego llevar a 
calor hasta homogenizar. 
2. Colocar el peine para los pocillos y dispensar la agarosa en la plataforma de la cámara 
de electroforesis suavemente y esperar a que solidifique la agarosa. 
3. Llevar la plataforma a la cámara de electroforesis y sumergir con TAE 1X.  
4. En microplaca colocar 1 µl de Buffer de carga (6X TriTrack) y luego 5 µl de producto 
de ADN amplificado por PCR, mezclar por resuspensión y cargar desde el tercer 
pocillo de la lámina de gel de agarosa.  
5. Completado los pocillos con las muestras problema tomar 1 µl de Buffer de carga y 5 
µl de ADN patrón y cargar en el segundo pocillo.  
6. Tomar 5 µl del marcador y cargar en el primer y último pocillo. 
7. Cerrar herméticamente la cámara de electroforesis WIDE MINI-SUB CELL CT BIO-
rad, y colocar los polos a la misma, programar la fuerte de poder a 100 V durante 45 
min. y presionar el botón RUN. 
8. Transcurrido el tiempo cuidadosamente retirar la lámina de gel de agarosa de la cámara 
con una espátula plática descartable y sumergirla la lámina en bromuro de etidio 
(5µg/ml) durante 30 min. 
9. Transcurrido el tiempo en bromuro de etidio con una espátula plática descartable 
transferir y sumergir la lámina de agarosa en agua destilada durante 1 hora.  
10. Retirar la lámina de agarosa del agua destilada y colocar en la base del interior del 
transiluminador VILVERT LOURMAT, encender la luz blanca, activar la opción show 
the grid del fotodocumentador URMED para acomodar la lámina de agarosa y cerrar el 
transiluminador.  
11. Apagar la luz blanca y encender la luz UV, visualizar el gel de agarosa en el 
fotocumentador, aumentar intensidad a 360, ajustar la imagen, presionar la opción 
FREE y luego SAVE.  
12. Realizada la toma, guardar la imagen en la computadora extrayéndola de la memoria 
del fotodocumentador con el programa E-BOX 
69 
 
ANEXO 11. 
 
Procedimiento de criopreservación de cepas de Vibrio 
  
1. Con asa de punta tomar un poco de la colonia y sembrar en tubo de ensayo con TSA 
inclinado al 1% de NaCl e incubar a 37°C por 8 horas. 
2. Agregar 1.8 ml de caldo glicerol al 1 % de NaCl e incubar a 37°C por 3 horas. 
3. Homogenizar por vortex el tubo de ensayo por 1 min. 
4. Verter todo el contenido a un criovial esterilizado previamente rotulado.  
5. Almacenar a – 80 °C. 
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DETECCIÓN DE GENES DE VIRULENCIA DE Vibrio parahaemolyticus MEDIANTE LAMP 
  
TSM (°C) EN NIÑO 1+2 DURANTE EL 2017   
  
    
enero febrero marzo abril mayo junio julio agosto septiembre    
         Máncora 
T
D
H 
         Los Órganos 
         Cabo Blanco 
         Lobitos 
         Las Peñitas 
         San Pablo 
         Colán 
         El Toril 
         Las Gaviotas 
         Yacila 
         Cangrejos 
         San Pedro 
         Chulliyache 
         Matacaballos 
           
enero febrero marzo abril mayo junio julio agosto septiembre   
         Máncora 
T
R
H 
         Los Órganos 
         Cabo Blanco 
         Lobitos 
         Las Peñitas 
         San Pablo 
         Colán 
         El Toril 
         Las Gaviotas 
         Yacila 
         Cangrejos 
         San Pedro 
         Chulliyache 
         Matacaballos 
                               
*tdh: Gen codificante para la Hemolisina Termoestable Directa; trh: Gen codificante para la Hemolisina Relacionada con TDH.  
ANEXO 12.- Detección de genes de virulencia de Vibrio parahaemolyticus y TSM en la Región Piura. A.- Detección de genes tdh y 
trh de Vibrio parahaemolyticus mediante Amplificación Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP) en muestras de agua superficial 
procedentes de 14 cuerpos de agua marino-costeros de la Región Piura durante enero a septiembre del 2017. B.- Variación de 
Temperatura Superficial del Mar (TSM) en la región NIÑO 1+2 (90°-80°W, 10°S-0) durante enero a septiembre del 2017.     
Temperatura (°C)  
A  B  
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*tdh: Gen codificante para la Hemolisina Termoestable Directa; trh: Gen codificante para la Hemolisina 
Relacionada con TDH.  
ANEXO 13. Aislamiento de Vibrio parahaemolyticus toxigénicos. A.- Meses de aislamiento 
de Vibrio parahaemolyticus toxigénico (tdh+/ trh+) en tres provincias de la Región Piura. B.- 
Porcentajes de Vibrio parahaemolyticus positivos para el gen tdh y trh aislados de cuerpos de 
agua marino-costeros de la Región Piura en el periodo de enero a septiembre del 2017. 
5 
1 1 1 
21 
73 
57 
19 
50 
62 
Sechura Paita Talara Sechura Paita Talara
1 3 2 
10 
31 
76 
12 
17 
74 
Sechura Paita Talara Sechura Paita Talara
8 TDH 
(1.05%) 
6 TRH 
(0.79%) 
Vibrio parahaemolyticus           V. parahaemolyticus  tdh+          V. parahaemolyticus  trh+          
FEBRERO MARZO 
MAYO JUNIO 
B  
A  
760 
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ANEXO. 14 
 
Visualización de turbidez en microtubos del ensayo por Amplificación Isotérmica Mediada 
por Bucle “LAMP” 
 
 
 
  *C+: control positivo C-: control negativo, B: blanco.  
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ANEXO. 15 
 
Visualización de productos de PCR 
    
 
    
 
 
 
Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Muestra de los amplicones obtenidos para genes de 
Vibrio cholerae. M: marcador molecular de 100 pb; patrón positivo Vibrio cholerae ATCC 
14033 y Vibrio cholerae 1.3875-92. Número 1: OmpW; 2: tcpA; 3: stn; 4: ctxA y 5: O1 y 
O139. M 17 18  19 20  21  22 23 24 25  26 27 28  29 30 31 32  33 34  35 36  37 38 39  40 41 42 43 44  M 
1 2 
3 
5 
4 
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Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Muestra de los amplicones obtenidos para genes de 
Vibrio parahaemolytiucs. M: marcador molecular de 100 pb; patrón positivo Vibrio 
parahaemolyticus ATCC 43996, VP 8069, VP 8070 y VP 8071. Número 1: ToxR; 2: tdh; 3: 
trh; 4: tlh y 5: GS-PCR.  
 
 
 
1 2 
3 4 
5 
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ANEXO 16.  
 
Identificación y caracterización bioquímica de Vibrio sp. aislados de cuerpos de agua de 
la Región Piura. 
 
 Especie de Vibrio 
  
 V. alginolyticus V. mimicus V. vulníficus 
Procedencia de la muestra Sechura Paita Talara Sechura 
2 
Talara 
Número de aislados 15 1 5 1 
Color de colonia:       
 CHROMagar Blanco Turquesa Turquesa 
 TCBS Amarillo Verde Verde 
TSI:       
 K/A 15 1 5 2 1 
 A/A 0 0 0 0 0 
 Gas 0 0 0 0 0 
 H2S 0 0 0 0 0 
Oxidasa 15 1 5 2 1 
String test 15 1 5 2 1 
Movilidad* 15 1 5 2 1 
Descarboxilación:      
 Lisina* 15 1 5 2 1 
 Ornitina* 8 1 5 2 1 
Hidrolisis:       
 Arginina* 0 0 0 0 0 
 Esculina* 1 0 0 0 0 
 Gelatina* 9 1 3 0 0 
 Urea 0 0 0 0 0 
Producción de 
ácidos a partir de: 
      
 Arabinosa* 1 0 0 0 0 
 Manitol* 15 1 5 2 1 
 Sacarosa* 15 1 5 0 0 
 Manosa* 15 0 4 1 1 
 Celobiosa* 1 0 0 1 1 
 Salicina* 0 0 0 0 1 
 Galactosa* 0 0 0 0 0 
 Mucato 0 0 0 0 0 
ONPG 0 0 0 0 1 
Voges-Proskauer* 15 1 3 0 0 
Indol 14 1 4 2 1 
Nitrato → Nitritos 15 1 5 2 1 
Citrato Simmons 0 0 0 2 1 
     
*Indicación que se ha añadido 1% de NaCl en la preparación estándar de la prueba 
bioquímica. 
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ANEXO 17           Imágenes del procedimiento de rutina durante la investigación. 
 
 
 
 
 
Aislamiento de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus de cuerpos de agua de Piura. A.- 
Recolección de muestras de agua superficial en Represa Los Ejidos – Piura (izquierda) y Playa 
Cabo Blanco – Talara (derecha). B.- Medición de parámetros fisicoquímicos in situ y 
transporte de muestras de agua superficial. C.- Procesamiento de muestras de agua superficial 
por método de concentración por filtración (izquierda) y siembra en placas con CHROMagar-
Vibrio en el Laboratorio de Alimentos y Aguas de la Dirección de Laboratorios de Salud 
Pública, Piura. 
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Procesamiento microbiológico y molecular de aislados de Vibrio cholerae y Vibrio 
parahaemolyticus. A.- Crecimiento de Vibrio cholerae (colonias turquesa) y Vibrio 
parahaemolyticus (colonias purpuras) en medio CHROMagar-Vibrio y TSA al 1% de NaCl. 
B.- Extracción de ADN mediante ebullición con Chelex al 5% y equipos de PCR. Incubadora 
isotérmica (flecha roja) y Termociclador de gradiente (flecha azul). C.- Realización de 
electroforesis en gel de agarosa. Cámara y fuente de poder (imagen superior derecha), 
Fotodocumentador y Transiluminador (imagen inferior derecha). 
 
